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1.- INTRODUCCION

La investigacion bioldgica ha dedicado notables esfuerzos y recursos
al estudio de la reproduccion sexual, ya que este fendémeno ciclico permite la
transmision de la informaciéon genética de unas generaciones a otras, la
existencia de la diversidad bioldgica, asi como la perpetuacion de las especies.
Para que la reproduccion tenga éxito es preciso que se produzca una
sincronizacién de los reproductores entre si y de éstos con las variaciones de
los factores ambientales. Esta sincronizacion permitira que los individuos
maduren simultdneamente y en el momento mas idéneo para garantizar una
mayor supervivencia de la progenie (Carrillo y Zanuy, 1993). Esta
sincronizacioén de los individuos con los factores ambientales resulta de gran
importancia en el ciclo reproductivo de los peces teledsteos, que presentan
cambios ciclicos en sus niveles hormonales y viven en un medio que
experimenta marcadas variaciones estacionales en factores tales como la luz,
la temperatura, el oxigeno disuelto, la salinidad, el pH, la disponibilidad de
nutrientes, etc. Asi, cada individuo debe disponer de un sistema que reciba las
informaciones procedentes tanto del exterior como del interior del organismo,
que las integre y determine el establecimiento de un estado endocrino idéneo
que regule, a su vez, todos los eventos fisiolégicos que conduciran a la
reproduccion. Estas complejas funciones se llevan a cabo a través de multiples
interacciones que tienen lugar a lo largo del eje cerébro-hipéfisis-génada
(Kah et al., 1993).

La hipofisis desempeiia un papel crucial en el control del proceso
reproductivo, ya que sintetiza y secreta las gonadotrofinas, unas hormonas de
naturaleza glicoproteica que dirigen el desarrollo gametogénico y la secrecion
de esteroides en las gonadas. En Tetrdpodos, las gonadotrofinas estan
representadas por dos moléculas: la hormona luteinizante (LH) y la hormona
estimulante del foliculo (FSH), a las que hay que afadir en Mamiferos una
tercera gonadotrofina de origen placentario o gonadotrofina coriénica (GC). En
peces ha existido controversia sobre la dualidad de las gonadotrofinas, si bien
hoy esta clara la presencia de dos moléculas con accion gonadotropa,
denominadas GTH | o vitelogénica y GTH |l o maduracional, segin sus
funciones en el ciclo reproductivo. Actualmente se acepta que la GTH | de
peces se corresponde con la FSH de tetrapodos, mientras que la GTH Il se
corresponde con la LH (Querat et al., 2000). Podemos decir, en general, que
la gametogénesis en el ovario y el testiculo, dependen de la accién de las
gonadotrofinas. Esta accidn esta mediada por la unién de las mismas a
receptores situados en la membrana de ciertas células de las gbénadas e
implica la activacién de la ruta de sintesis y secrecion de diferentes esteroides
sexuales. Asi, tanto los ovarios como los testiculos de teledsteos son capaces
de producir varios tipos de esteroides (estrogenos o esteroides C,g, andrégenos
o esteroides C,g y progestinas o esteroides C,4) segun el momento del ciclo y
en respuesta a cada tipo de gonadotrofina. Los esteroides son capaces de
actuar sobre el higado, sobre la propia génada, sobre la hipdfisis y el cerebro
en un circuito de retroalimentacion (Nagahama, 1994).

El sistema nervioso central desempefia un papel relevante en el
control de la reproduccién bajo dos aspectos fundamentales: en primer lugar
es el encargado de integrar las senales externas (luz, temperatura, salinidad,
nutrientes, factores sociales, etc) e internas (hormonales) y, en segundo lugar,
debe transmitir las sefiales a los efectores endocrinos, a través de una accién



moduladora sobre la actividad de la hipdfisis. Existen numerosos estudios
sobre los mecanismos centrales de control de la reproduccion de peces
teledsteos, tanto en sus aspectos fisiologicos como anatémicos. Estos
conocimientos estan recogidos en las revisiones realizadas por Peter et al.
(1991), Kah et al. (1993) y Trudeau (1997). Los estimulos sociales (presencia
de otros individuos, densidad de poblacién, proporcion de sexos, etc.) y
ambientales (temperatura, fotoperiodo, salinidad, nutrientes, etc.) son captados
por sistemas sensoriales especificos y transmitidos al sistema nervioso central
(SNC). Este sistema responde por medio de circuitos neuronales precisos,
mediante la liberacion de determinadas neurohormonas que regulan la
actividad de la hipdfisis. En teledsteos, a falta de un sistema diferenciado portal
hipotalamo-hipofisario similar al existente en Tetrapodos, estas neurohormonas
llegan a la hipdfisis a través de una inervacion mas o menos directa de las
células del I6bulo anterior adenohipofisario. La hipdfisis, en respuesta a estos
factores neuroendocrinos, sintetiza y secreta gonadotrofinas, que regulan a su
vez diferentes aspectos del desarrollo, el crecimiento y la esteroidogénesis
gonadal, asi como otros procesos implicados en la reproduccion.

Las gonadoliberinas (GnRHs) constituyen una familia de moléculas
peptidicas cerebrales cuya naturaleza y diversidad esta bastante estudiada en
peces teledsteos, ya que representan el principal factor liberador de las
gonadotrofinas hipofisarias (Breton et al. 1972; King y Millard, 1992; Sherwood
et al., 1993; Lethimonier et al., 2004). Las GnRHs, producidas en neuronas
presentes en diferentes areas del cerebro, acceden a la hipofisis de los
teleésteos a través de las citadas conexiones neuronales directas. Su
interaccién con receptores especificos, situados en la membrana de las células
gonadotropas y acoplados a diversos sistemas de segundos mensajeros,
estimula la sintesis y secrecion de las gonadotrofinas (Hazum y Conn, 1988;
Chang et al., 2000).

No obstante, la actividad hipofisaria no sélo esta regulada por las
GnRHs, sino que existen otros factores cerebrales que estimulan o inhiben esta
actividad (Peter et al., 1991; Kah et al., 1993; Trudeau et al., 1997; Yaron et al.,
2003). Asi, se ha descrito la existencia de un factor inhibidor de la liberacion de
gonadotrofinas, que se ha identificado como la dopamina, y de otras moléculas
que intervienen en esta regulacién, como ciertos neuropéptidos (péptidos
opioides, neuropéptido Y, galanina, colecistoquinina, polipéptido activador de
la adenilil ciclasa de pituitaria o PACAP), monoaminas (noradrenalina,
serotonina) y aminoacidos neurotransmisores (acido y-aminobutirico o GABA,
taurina, &cido glutamico, acido aspartico, alanina).

La Acuicultura tiene como objetivos basicos la reproduccion de las
especies de mayor interés socio-econdémico, la supervivencia y la mejora de la
calidad de la progenie. En la practica, esta actividad supone el mantenimiento
de los peces en condiciones de cautividad, con el objeto de comercializarlos
para su consumo o con la intencién de incrementar su produccién por encima
de los niveles obtenidos en el medio natural. El cultivo intensivo de peces
introduce, en la mayoria de los casos, variaciones respecto a las condiciones
en las que se encuentran las poblaciones naturales, provocando alteraciones
en su ciclo reproductivo. De hecho, numerosas especies no se reproducen
durante el primer afio en cautividad, probablemente por la falta de sintesis y/o
liberacién de gonadotrofinas en este periodo y otras no lo llegan a hacer nunca
(Matsuyama et al., 1991). Por tanto, el conocimiento de los mecanismos que
regulan la funcion reproductora de estas especies de interés econémico es un



requisito indispensable para el desarrollo de la Acuicultura. Una vez adquiridos
los conocimientos necesarios sobre el proceso reproductor y su regulacion en
una especie determinada es posible controlar en cierta medida las distintas
etapas de la reproduccion.

2.- LA HIPOFISIS DE TELEOSTEOS Y LA PRODUCCION DE
GONADOTROFINAS

2.1.- Introduccioén

La hipdfisis esta presente en todos los vertebrados y se encuentra
situada en la base del Il ventriculo, alojada en la silla turca (Van Oordt y Peute,
1983). En vertebrados, la hipofisis consta de una porcion nerviosa, la
neurohipdfisis, constituida por axones de células neurosecretoras que
proyectan a la hipdfisis y de una porcidon endocrina, la adenohipdfisis,
constituida por células secretoras no nerviosas. La neurohipdfisis deriva del
suelo del infundibulo, mientras que la adenohipdfisis se origina por formacion
de una placoda en el techo del ectodermo bucal. La neurohipdfisis se puede
dividir en tres regiones: el tallo neural, el Iobulo neural y la eminencia media. La
eminencia media esta en contacto con la pars distalis de la adenohipdfisis
mediante vasos sanguineos que transportan las neurosecreciones desde el
cerebro hasta la adenohipdfisis. Sin embargo, la eminencia media no esta
presente en peces teledsteos, por lo cual las neurosecreciones que controlan
la actividad de las células adenohipofisarias penetran directamente hasta la
pars distalis y vierten su contenido en el entorno de sus células diana. Esta
inervacioén directa de la adenohipdfisis caracteristica de peces ha sido gran
utilidad para dilucidar qué factores cerebrales tienen actividad hipofisiotréfica,
ya que éstos pueden ser detectados en fibras presentes en el entorno del tipo
celular cuya actividad estan regulando.

El /6bulo neural también posee vasos sanguineos que no suelen
contactar con la adenohipdfisis. La adenohipdfisis se divide normalmente en
dos regiones: la pars intermedia (Pl), en aposicion al tejido nervioso
neurohipofisario, que contiene las células melanotropas (MSH), y la pars distalis
(PD), que constituye, generalmente, la parte mayor y mas compleja de la
adenohipdfisis, y que contiene las células lactotropas (PRL), corticotropas
(ACTH), gonadotropas (FSH, LH), somatotropas (GH) y tirotropas (TSH). En
peces teledsteos, la pars distalis se divide en dos regiones: una porcién rostral
(pars distalis rostral, PDR), que contiene mayoritariamente las células
lactotropas y corticotropas y una porcion proximal (pars distalis proximal, PDP),
donde se localizan las células gonadotropas, somatotropas y tirotropas.

Las hormonas secretadas por la neurohipofisis son péptidos de 9
aminoacidos, si bien se denominan octapéptidos porque las dos cisteinas
existentes se encuentran unidas por un puente disulfuro formando una
molécula de cistina. Estos péptidos son sintetizados por células
neurosecretoras del hipotdlamo anterior, almacenandose en granulos
neurosecretores en forma de prohormona, unidos a glicoproteinas y a unas
proteinas transportadoras denominadas neurofisinas. En teledsteos, dentro de
estos péptidos neurohipofisarios se distinguen péptidos basicos como la
arginina vasotocina y péptidos neutros como la isotocina, segun tengan
aminoacidos basicos o neutros en la posicion 8.



Las hormonas de la adenohipdfisis pueden ser agrupadas en tres
familias: un primer grupo esta constituido por las hormonas tréficas, es decir,
la hormona de crecimiento (GH) y la prolactina (PRL), al parecer derivadas de
una molécula ancestral comun. En peces teledsteos se ha identificado una
nueva hormona hipofisaria, la somatolactina, que se expresa en células de la
pars intermedia, y que parece estar relacionada con estas hormonas tréficas,
al menos en su secuencia, pero cuya presencia no ha sido detectada aun en
otros vertebrados (Rand-Weaver et al., 1992). El segundo grupo lo componen
las hormonas derivadas de la proopiomelanocortina (POMC), que son la MSH
(hormona melanoestimulante) y la ACTH (hormona adenocorticotropa),
producidas por ruptura enzimatica de la POMC. Por ultimo, las hormonas
glicoprotéicas, grupo que comprende a la TSH (hormona estimulante del
tiroides) y a las gonadotrofinas. Las funciones de estas hormonas estan
bastante caracterizadas en Tetrapodos y en Peces: la PRL esta relacionada
con el crecimiento, la osmorregulacion y la reproduccion. La GH se relaciona
con el crecimiento, el desarrollo y el metabolismo. La somatolactina, cuyas
funciones aun no estan bien descritas, podria jugar un papel en la reproduccion
de los peces ya que se observan incrementos de somatolactina en época de
recrudescencia gonadal y muestra actividad esteroidogénica (Rand-Weaver et
al., 1992). La ACTH estimula la produccién de corticosteroides, mientras que
la MSH esta implicada en la melanogénesis y en la dispersion de la melanina.
La TSH estimula la glandula tiroides, influyendo en la captacion de iones y en
la sintesis de hormonas tiroideas (Gorbman et al., 1983). La accidn fisiologica
de las hormonas gonadotropas sera considerada en detalle a continuacion.

2.2.-Las gonadotrofinas

Las gonadotrofinas son las hormonas que regulan la gametogénesis
y la esteroidogénesis gonadal (Swanson, 1991). Como se introdujo en el
primer capitulo de esta revisién, si bien existen varias hormonas capaces de
influir sobre algun aspecto de la funcion gonadal, en Tetrapodos, el término
"gonadotrofinas" se aplica Unicamente a las glicoproteinas sintetizadas por la
hipofisis: la hormona estimulante del foliculo o folitropina (FSH) y la hormona
luteinizante o lutropina (LH). En Mamiferos, existe una tercera glicoproteina de
origen placentario denominada gonadotrofina coriénica (CG) (Pierce y Parsons,
1981). La LH y la FSH cumplen papeles diferentes en el ciclo sexual de
Tetrapodos. De la LH dependen los procesos de ovulacién y secrecion de
esteroides gonadales, especialmente de progesterona en el ovario y de
andrégenos en el testiculo. A la FSH se le asigna una accion estimuladora del
desarrollo folicular temprano y de la preparacién de las gonadas para las
acciones posteriores de la LH. En teledsteos tambien se ha descrito la
existencia de dos GTHs, GTH | y GTH Il, analogas a la FSH y a la LH,
respectivamente (Suzuki et al., 1988a, b, c, d; Swanson, 1991, Querat et al.,
2000).

2.2.1.- Bioquimica de las gonadotrofinas

Los estudios bioquimicos vy fisioldgicos de las gonadotrofinas en
muchas especies de teledsteos se han visto limitados por el elevado niumero
de hipdfisis necesario para llevar a cabo la purificacion de las gonadotrofinas,
asi como por la falta de bioensayos sensibles y especificos que permitan
corroborar la pureza de las gonadotrofinas obtenidas (Copeland y Thomas,



1992). Las gonadotrofinas de Peces se han obtenido usando métodos similares
a los empleados para las gonadotrofinas de Mamiferos, tales como
cromatografia, electroforesis, HPLC, etc.

En la década de los 50, se intentaron aislar y purificar las
gonadotrofinas de diversas especies de peces y se realizaron los primeros
ensayos bioldgicos (Otsuka, 1956; Robertson y Rinfret, 1957). Estos estudios
continuaron en la década de los 60 (Burzawa-Gérard y Fontaine, 1966; Breton,
1968), pero no fue hasta 1971 cuando Burzawa-Gérard obtuvo una
gonadotrofina de carpa, Cyprinus carpio, L., altamente purificada y realizé con
ella ensayos biologicos de espermiacion en rana (Burzawa-Gérard, 1971). A la
purificacion de la gonadotrofina de carpa ha seguido la de numerosas especies
de teledsteos (Suzuki et al., 1988a; Kawauchi et al., 1989; Koide et al., 1993).

A diferencia de los Tetrapodos, en varias especies de peces se
establecid inicialmente la existencia una sola gonadotrofina, analoga a la LH
que parecia controlar todos los aspectos del desarrollo de las gonadas, de la
maduracion y de la ovulacion- espermiacién, sin encontrarse una segunda
molécula homologa a la FSH (Burzawa-Gerard y Fontaine, 1972; Donaldson et
al., 1972; Farmer y Papkoff, 1977). Sin embargo, muchos autores mostraron
que los niveles de esa Unica gonadotrofina "maduracional”, si bien eran
elevados en el periodo de puesta, eran bajos e incluso no detectables en el
periodo de recrudescencia gonadal (Breton y Billard, 1977; Copeland y
Thomas, 1989 y 1992).

La existencia de dos gonadotrofinas quimicamente diferentes, fue
propuesta en primer lugar por Idler y sus colaboradores en salmon
(Oncorhynchus tshawytcha), platija (Hippoglossoides platessoides ) y lenguado
americano (Pseudopleuronectes americanus) (ldler et al, 1975; Ng e Idler,
1978a, b; Ng e Idler, 1979). Estos autores, denominaron gonadotrofina
gonadotropina vitelogénica o gonadotropina pobre en carbohidratos (GTH-CP,
"carbohydrate poor") a la fraccion hipofisaria no absorbida por la columna de
afinidad en Concanavalina-A, y gonadotropina maduracional o gonadotropina
rica en carbohidratos (GTH-CR, "carbohydrate rich") a la fraccion absorbida por
la columna. La fraccion GTH-CP, descrita para platija y lenguado, presentaba
dos formas con pesos moleculares muy diferentes, 28 Kd y 62 Kd, que fueron
consideradas como formas pequefia ("Little") y grande ("Big"), respectivamente.
Ambas formas resultaron activas estimulando el crecimiento ovarico y la
vitelogénesis, pero inactivas en la induccion de la maduracién y la ovulacién
(Ng e Idler, 1978a; Ng e Idler, 1979). Los mismos autores sefalaron la
posibilidad de que la forma grande correspondiera a agregados moleculares
con actividad bioldgica. Asimismo, estos autores apoyaron la dualidad quimica
y fisiolégica de las gonadotrofinas de teledsteos con diferentes ensayos
biolégicos, que sugerian la implicacion de la GTH-CP en la vitelogénesis y de
la GTH-CR en la esteroidogénesis y la maduracién (Campbell e Idler, 1976,
1977; Ng e Idler, 1978a,b). No obstante, se observé un solapamiento en las
acciones de ambas fracciones hipofisarias, presentando la GTH-CR o
maduracional capacidad para estimular tanto la maduracién y la ovulacién
como la vitelogénesis (Ng e Idler, 1979). Resulta necesario sefalar que la
utilizaciéon de fracciones obtenidas a partir de cromatografias en
Concanavalina-A presenta algunas limitaciones a la hora de separar las dos
gonadotrofinas, ya que las variaciones que sufren los dominios glicosilados de
las gonadotrofinas pueden alterar su afinidad por la Concanavalina-A, su



actividad bioldgica y la afinidad por sus receptores (Van der Kraak y Peter,
1987).

Empleando técnicas alternativas a las de Idler y colaboradores, asi
como técnicas de clonacion molecular, otros investigadores han demostrado
posteriomente la existencia de dos gonadotrofinas, FSH y LH, en numerosos
grupos de peces teledsteos. Asi, a partir de 1986, se han identificado dos
gonadotrofinas diferentes en anguiliformes (Anguilla japonica), salmoniformes
(Oncorhynchus keta, O. rhodurus y O. kisutch, O. mikiss, O. tschawytscha),
cipriniformes y ciprinodontiformes (Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idell,
Fundulus  heteroclitus), gasterosteoiformes (Gasterosteus aculeatus),
perciformes (Micropogonias undulatus, , Katsuwonus pelamis, Thunnus obesus
Sparus aurata, Seriola dumerilii, Dicentrarchus labrax) o pleuronectiformes
(Paralichthys olivaceus, Hippoglossus hippoglossus) (Suzuki et al, 1988a, b; Yu
y Shen, 1989; Swanson et al, 1991; Lin et al.,, 1992; Koide et al., 1993;
Copeland y Thomas, 1993; Okada et al., 1994; Garcia-Hernandez et al., 1994;
Elizur et al., 1996; Kajimura et al., 2001; Mateos et al., 2003; Han et al., 2003;
Weltzien et al., 2003; Hellqvist et al., 2004).

Al igual que en Tetrapodos, las gonadotrofinas de Peces son
heterodiméricas, es decir, estan formadas por dos subunidades distintas, oy
B, unidas entre si de forma no covalente. La caracterizacion de las dos
subunidades, su secuenciacion completa y el desarrollo de anticuerpos
especificos permitié determinar que, estas subunidades, difieren notablemente
tanto en su peso molecular, como en su secuencia de aminoacidos y en su
conservacion filogenética (Suzuki et al., 1988c; Itoh et al., 1988, 1990;
Kawauchi et al., 1989, 1991; Koide et al., 1993). En la mayoria de los casos,
la subunidad o es comun en la FSH y la LH, y presenta un alto grado de
conservacion interespecifica. Sin embargo, en el caso de una especie de
salmon, las subunidades o de las dos gonadotrofinas también presentan
secuencias polipeptidicas distintas (Itoh et al., 1990). En cambio, la subunidad
B, presenta notables diferencias entre la FSH y la LH, y es la que confiere la
especificidad hormonal (Koide et al., 1993). De hecho, las subunidades f3
muestran menos homologias intraespecificas que interespecificas. Asi, la
RFSHI y la BLH de bonito presentan solamente un 22% de homologia entre si,
mientras que la BFSH de bonito presenta un 43% de homologia con la BLH de
bovino; las BLH de diferentes salménidos presentan en torno a un 97% de
homologia (Kawauchi et al., 1991; Koide et al., 1993).

La dualidad de las gonadotrofinas en teledsteos es, pues, una realidad
tanto desde el punto de vista bioquimico, fisiol6gico como inmunoldgico (ver
apartado siguiente). Sin embargo, los primeros datos aportados, que hacian
referencia a dos gonadotrofinas, una "vitelogénica" o pobre en carbohidratos
y una "maduracional" o rica en carbohidratos, no son coincidentes con los
aportados por el grupo de Kawauchi, citados anteriormente. Estos autores
consideran la existencia de una GTHI (FSH), mas abundante durante la etapa
vitelogénica, pero que al igual que la GTH Il (LH), que se corresponderia con
la gonadotrofina maduracional, posee un marcado caracter glicoproteico
(Kawauchi et al., 1991; Swanson, 1991).

La porcion glicosidica desempefia también un importante papel en la
actividad biolégica de las gonadotrofinas. En peces, se han descrito hasta 11
oligosacaridos diferentes en esta porcion glucosidica, siendo la mayoria
hexosas o sus derivados simples, como la N-acetilhexosamina y los acidos



urénicos. Se han identificado también azicares mas complejos como los acidos
sialicos, derivados del acido neuraminico. La unién entre los carbohidratos y los
aminoacidos se lleva a cabo de dos formas: por enlaces N-glicosidicos entre
el carbono anomérico de la N-acetilgalactosamina y por enlaces O-glicosidicos
entre N-acetilgalactosamina, galactosa y/o xilosa y los grupos hidroxilo de la
Serina, Treonina, Hidroxilisina e Hidroxiprolina (Kobata, 1992; Amano y Kobata,
1993).

2.2.2.- Localizacién de las células gonadotropas: sintesis y secrecion

de las gonadotrofinas

Las células productoras de gonadotrofinas se han localizado en la
hipofisis de numerosas especies de teledsteos, mediante estudios
inmunocitoquimicos a nivel éptico y electrénico (Olivereau y Nagahama, 1983;
Van Oordt y Peute, 1983; Cambre et al., 1986; Quesada et al., 1988; Garcia-
Garcia, 1993). La distribucion de las células gonadotropas no presenta grandes
diferencias interespecificas, localizandose sobre todo en la pars distalis
proximal (PPD)y, en ocasiones, en la pars intermedia (P1).

Sin embargo, existe cierta controversia sobre la existencia de uno o
dos tipos de células gonadotropas. En salménidos, los estudios realizados a
microscopia optica por Olivereau (1978) evidenciaron dos tipos de celulas
gonadotropas que difieren en su localizacién en la PPD y en la sintesis de
gonadotrofinas a lo largo del ciclo reproductivo. En algunos estudios
ultraestructurales se utilizan los términos de gonadotropos globulares y
vesiculares para referirse a estos dos tipos celulares (Ueda e Hirashima, 1979),
mientras que para otros autores no representan mas que distintas fases de
actividad de un mismo tipo celular (Peute et al., 1978). Estudios
inmunocitoquimicos posteriores, a nivel 6ptico y electrénico, mostraron que la
FSHy la LH eran producidas en dos tipos distintos de gonadotropos de la PPD
(Nozaki et al., 1990a; Naito et al., 1993). En la trucha arcoiris, las células LH se
localizan en las regiones centrales de los cordones glandulares de la PPD,
mientras que las células FSH se distribuyen en su periferia. Esta ausencia de
colocalizacion celular de FSH y LH parece diferenciar la hipdfisis de peces
respecto a la de otros vertebrados superiores, en los que coexisten FSHy LH
en la misma célula (Swanson, 1991).

La aparicion de dos gonadotrofinas durante el desarrollo ontogénico,
también ha sido puesta de manifiesto mediante técnicas inmunocitoquimicas
(Nozaki et al., 1990b; Naito et al., 1991; Swanson et al., 1989; Saga et al.,
1993) Asi, en el salmén coho y en la trucha arcoiris, las células FSH positivas
aparecen en las etapas larvarias, mientras que las células LH inmunoreactivas
no se detectan en ninguna etapa del desarrollo larvario. Es importante sefialar
que la aparicién de la FSH coincide con el momento en que tiene lugar la
determinaciéon morfolégica gonadal, lo que induce a pensar que la FSH, y no
la LH, estd implicada en la determinacion sexual y en el crecimiento inicial de
las gonadas (Swanson, 1991). En salmoénidos, durante el periodo juvenil y
prepuberal, los niveles de FSH en la hipdfisis son unas 200 veces mayores que
los de LH, mientras que en el plasma solo resultan detectables los niveles de
FSH (Swanson et al.,, 1989). No obstante, las génadas son capaces de
responder a ambas gonadotrofinas en esta etapa (Swanson, 1991).

La expresion y los niveles de ambas gonadotrofinas en el plasma y la
hipdfisis de teledsteos también varian a lo largo del ciclo reproductivo, como se
ha puesto de manifiesto en diversas especies (Suzuki et al., 1988d; Swanson,



1991; Yaron et al., 2003). Mediante estudios inmunocitoquimicos, Nozaki et al.,
(1990b) pusieron de manifiesto que, durante la previtelogénesis y la
preespermatogénesis, existen células FSH inmunorreactivas, no detectandose
células LH. Durante la vitelogénesis y en la espermatogénesis aparecen
algunas células LH inmunorreactivas, siendo las células FSH mucho més
numerosas. En cambio, durante la ovulacién y la espermiacion, el numero de
células LH es mayor que el de FSH. Los radioinmunoensayos realizados en
hipofisis y plasma de diversos teledsteos han corroborado que los niveles de
FSH son mas elevados durante la previtelogénesis y la vitelogénesis en
hembras y durante la espermatogenesis en machos, y decaen en la época de
la puesta y espermiaciéon. En cambio, los niveles de LH son constantemente
bajos durante la vitelogénesis y la espermatogénesis y se incrementan en la
época de la maduracién-puesta y espermiacion (Suzuki et al., 1988d; Swanson,
1991).

En algunas especies, como la trucha o el carpin dorado, se han
analizado de forma conjunta las variaciones estacionales de los ARNm de las
distintas subunidades de las gonadotrofinas (o, BFSH, BLH), (Gomez et al.,
1999; Sohn et al., 1999), los contenidos de FSH y LH hipofisarios y los niveles
plasmaticos de FSH y LH (Gémez et al., 1999). En la trucha, los niveles de
ARNm BFSH se incrementan con anterioridad al aumento en los niveles de los
ARNm BLH. Algo similar sucede con los niveles de FSH en la hipdfisis, que se
elevan al inicio de la vitelogénesis, mientras que los niveles de LH hipofisarios
resultan indetectables durante la fase de vitelogénesis y se elevan durante la
fase de maduracioén y puesta. A su vez, los niveles de FSH son detectables en
el plasma en todos los momentos del ciclo, en contraste con los niveles
plasmaticos de LH, que muestran un pico durante la fase de maduracion final
y puesta (Gomez et al., 1999). Sin embargo, este patrén diferencial de
expresion de FSH y LH a lo largo del ciclo, caracteristico de salménidos, no se
observa en el carpin dorado (Sohn et al., 1999) ni en otras especies, como la
lubina (Mateos et al., 2003), en las cuales las funciones dela FSHylaLH a lo
largo del ciclo reproductivo no estan del todo esclarecidas.

2.2.3.- Los receptores de gonadotrofinas en los Telebsteos y sus

mecanismos de accion

Las gonadotrofinas, como las demas hormonas protéicas, se unen a
receptores presentes en la membrana plasmatica de las células diana (Dias,
1992). En mamiferos, el receptor de LH fue purificado en la década de los 70
y clonado en 1989 (McFarland et al., 1989). En la rata, los receptores de LH
y FSH son proteinas monoméricas de 93 kDa y 75 kDa, respectivamente,
mientras que el receptor de TSH parece ser un polimero proteico (McFarland
et al.,1989; Dias, 1992). La estructura y la secuencia de los receptores de
hormonas glicoproteicas presentan notables similitudes, en concordancia con
las homologias que presentan las propias hormonas glicoproteicas (Mineghisi
et al., 1990). Todos ellos pertenecen a una familia de receptores acoplados a
la proteina G con el dominio N-terminal probablemente implicado en la unién
a la hormona y con siete segmentos transmembrana caracteristicos en el
dominio C-terminal (Salesse, 1991).

Los estudios de unioén de las hormonas glicoprotéicas a sus receptores
parecen indicar que, antes de unirse a la hormona, el receptor de LH esta
distribuido por la membrana plasmatica en forma aislada o formando pequefios
agregados. Cuando se produce la unién de la hormona, tiene lugar una rapida



asociacion de receptores formando agregados que contendrian no mas de 20
receptores, asociacion que parece necesaria para la accion hormonal, para la
internalizacion del complejo hormona-receptor, la desensibilizacion o el reciclaje
de los receptores (Roess et al., 1992). La desensibilizacion de los receptores
puede ser provocada por una exposicion prolongada a la hormona o sus
agonistas. El desacoplamiento del receptor de su sistema de transduccion y la
fosforilacion del receptor por accién de proteinas kinasas tales como la proteina
kinasa C o la kinasa A, parecen desempefiar un papel crucial en este proceso
(Lohse, 1993).

En Mamiferos, esta aceptado que la LH y la FSH interaccionan con sus
receptores de membrana para estimular la esteroidogénesis utilizando el 3'-5'-
Adenosin-monofosfato-ciclico (AMPc) como segundo mensajero (Hunzicker-
Dunn y Birnbaumer, 1976). No obstante, también se han sugerido mecanismos
de accion que implican a los lipidos de membrana (la via de los inositol
fosfatos), asi como a los canales de CI' y ca® (Guderman et al., 1992).
Asimismo, la LH provoca la liberacion de acido araquidénico en las células de
Leydig, probablemente via fosfolipasa A, (PLA;) y los metabolitos de este acido
parecen implicados en la esteroidogénesis inducida por LH (Cooke et al.,
1991).

La presencia de receptores de gonadotrofinas se ha evidenciado en
distintas especies de teledsteos (Van der Kraak, 1983; Schulz et al., 1985;
Kanamoriy Nagahama, 1988; Le Gac et al., 1988; Oba et al., 2001; Schulz et
al., 2001; Kumar and Trant, 2001). En la trucha arcoiris, Onkorynchus mykiss,
el receptor de LH ha sido purificado a partir de membranas plasmaticas de
ovario y se ha demostrado que posee un solo sitio de union de alta afinidad
para gonadotrofinas (Quesnel y Breton, 1993). En el testiculo de trucha arcoiris
en regresion, el numero de receptores para LH es muy bajo y se va
incrementando durante la gametogénesis hasta llegar a su maximo en el
momento de la espermiacion (LeGac y Fostier, 1987). En el ovario de la trucha
marrén el numero de sitios de unioén para gonadotrofinas aumenta al iniciarse
la vitelogénesis, se mantiene constante conforme esta progresa y se eleva
bruscamente en el momento de la ovulaciéon (Breton y Sambroni, 1989).
Resultados similares se obtuvieron en otros salménidos (Kanamori y
Nagahama, 1988).

Los mecanismos intracelulares de transduccion que siguen a la unién
de las gonadotrofinas a sus receptores en las génadas de peces teledsteos,
parecen ser comunes a los descritos para Mamiferos. Asi, se ha evidenciado
la mediacion del AMPc (via de la adenilato ciclasa) en la esteroidogénesis de
diversas especies de teledsteos, tales como Carassius auratus o Cyprinus
carpio (Salmon et al., 1985). Se ha sugerido también, la implicacién de otras
posibles vias de transduccién, ya que existen estudios que muestran los
efectos del Ca®* y de la proteina kinasa C en la respuesta a las gonadotrofinas
de los foliculos preovulatorios de diversas especies (Van der Kraak, 1992;
Petrino et al., 1991).

2.2.4.- Accion fisiolégica de las gonadotrofinas

Al hablar de los papeles fisiologicos de las gonadotrofinas en
teledsteos surge nuevamente el tema de la dualidad; las dos gonadotrofinas
purificadas por el grupo de Kawauchi descritas anteriormente, fueron capaces
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de estimular la sintesis y secrecion de estradiol in vivo e in vitro en numerosos
experimentos. Este tipo de ensayos, asi como los que valoraban la ruptura de
la vesicula germinal en los ovocitos, no resultaron discriminatorios para
diferenciar las actividades biolégicas de ambas gonadotrofinas (Swanson et al.,
1991). En la carpa, tanto la capacidad esteroidogénica como la capacidad de
induccion de la maduracion, la ovulacion y la captacién de vitelogenina por el
ovario, resultaron equipotentes para las dos gonadotrofinas (Van der Kraak,
1992). Esta falta de especificidad en la capacidad esteroidogénica de las
gonadotrofinas se produjo también en los primeros ensayos realizados con las
LH y FSH de mamiferos. Sin embargo, en salmén la LH es mas potente al
estimular la sintesis de esteroides maduracionales: de 17a-hidroxiprogesterona
en las células de la teca del ovario y de 170,203-dihidroxi-4-pregnen-3-ona en
las células de la capa granulosa (Suzuki et al., 1998b, d; Swanson et al., 1989).
En el atun, Thunnus obesus, la LH fue mas potente al estimular la sintesis de
17R-estradiol y de testosterona in vitro que la FSH (Okada et al., 1994).

Las gonadotrofinas también estimulan la esteroidogénesis testicular,
variando esta respuesta a lo largo de la espermatogénesis (Schulz y Blum,
1990). Tanto la FSH como la LH son capaces de estimular la produccion in vitro
de 11 cetotestosterona (11-KT) y de 170,208 dihidroxiprogesterona
(170,20BDHP) por parte del testiculo (Planas et al., 1993). Ambas
gonadotrofinas son equipotentes en la estimulacion de la produccion de estos
esteroides durante las fases tempranas de la espermatogénesis, si bien la
produccion de 11-KT es mayor y aumenta conforme progresa la
espermatogénesis. En cambio, durante las JUltimas etapas de
espermatogénesis la LH es mas activa que la FSH en la estimulacion de la
produccion de 17a,203DHP.

Como vimos anteriormente, al menos en salménidos la FSH es mas
abundante durante las fases de vitelogénesis/espermatogénesis, en las que los
niveles de LH resultan bajos (Swanson, 1991). Estos resultados inducen a
pensar que la FSH desempefia un importante papel fisioldgico en estas
primeras etapas del desarrollo gonadal. El descenso en los niveles de FSH y
el aumento en los niveles de LH durante la fase de maduracién-puesta y previo
a la espermiaciéon sugiere, a su vez, que esta ultima juega un papel
preponderante en las etapas finales de la gametogénesis y esteroidogénesis
gonadal. Ademas, los niveles elevados de FSH se correlacionan con niveles
elevados de 17p3-estradiol (E;) en hembras y de 11-KT en machos, mientras
que el aumento en los niveles de LH se asocia a un incremento en la
produccion de progestinas maduracionales como la 17¢,20BDHP (Swanson,
1991). Resulta tentativo pensar que estos cambios en los niveles de FSH y LH
durante el ciclo reproductivo estan asociados al cambio de la ruta
esteroidogénica que tiene lugar en la transicion de la
vitelogénesis/espermatogénesis a la maduracion-puesta/espermiacion.

3.- CEREBRO Y REPRODUCCION EN PECES

El control nervioso de la reproduccion reside en dos sistemas: por un
lado, los sistemas sensoriales implicados en la percepcion de los estimulos
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externos, y por otro lado, los sistemas hipofisiotrépicos, implicados
directamente en el control del estatus endocrino éptimo para que se produzca
la reproduccion. Estos niveles de control e integracion estan asentados en unos
soportes anatémicos concretos y son ejercidos por sustancias en la mayoria de
los casos conocidas (Kah et al., 1993; Trudeau et al., 1997). Ambos aspectos
los describimos a continuacion.

El concepto de control neuroendocrino sobre la hipdfisis fue introducido
por Scharrer en 1928, trabajando en un pez teledsteo. Estudios posteriores
consideraron como unico factor cerebral responsable de la liberacion de
gonadotrofinas a la GnRH, denominada inicialmente hormona liberadora de la
hormona luteinizante (LHRH), y que fue aislada por primera vez del hipotalamo
del cerdo y del cordero (Matsuo et al., 1971; Schally et al.,, 1971). La
consideracion inicial de este Unico sistema hipofisiotrépico limito el estudio del
control de la actividad hipofisaria a la identificacién de estos sistemas GnRH.
El rapido desarrollo de la inmunocitoquimica permitié mostrar que, en todas las
especies estudiadas, los sistemas GnRH residian en nucleos cerebrales de
localizacion difusa (Barry et al., 1985). En la actualidad, esta bien establecido
que la secrecidon de gonadotrofinas en la hipdfisis de teledsteos no esta
regulada exclusivamente por la GnRH, sino que esta sometida al control, tanto
estimulador como inhibidor, de diversos factores cerebrales (Kah et al., 1993;
Trudeau et al., 1997).

3.1.- Principales dreas neuroendocrinas implicadas en el control de la
reproduccion

A diferencia de vertebrados tetrapodos, los peces teledsteos carecen
de un sistema portal hipotalamo-hipofisario. De esta forma, las neurohormonas
que controlan la actividad de los diferentes tipos de celulas adenohipofisarias
se liberan directamente desde los terminales nerviosos en el entorno de las
células diana (Batten e Ingleton, 1987). Esta inervacion directa se considera el
equivalente funcional de la eminencia media de tetrapodos. En algunos grupos
de peces (salménidos y anguilas), la neurohipdfisis se encuentra totalmente
separada de la adenohipdfisis por una membrana basal, de forma que los
terminales nerviosos que contienen los productos de neurosecrecion se
disponen en aposicion a la misma y las neurohormonas liberadas deben
atravesar esta membrana basal para alcanzar a las células diana. En cambio
en otras especies de peces (p.e. ciprinidos) la membrana basal es discontinua
y las fibras neurosecretoras penetran en la adenohipéfisis inervando de forma
directa a las células secretoras adenohipofisarias (Batten e Inglegton, 1987).
Asi, la distribucion en la hipdfisis de las fibras implicadas en la secrecion de un
tipo celular concreto suele corresponderse de forma bastante precisa con la
distribucion de ese tipo de célula adenohipofisaria. Esta inervacion directa de
la adenohipdfisis en peces teledsteos y la correspondencia en la distribucion de
las fibras neurosecretoras y los tipos de células que éstas regulan, resultan de
enorme utilidad para discernir qué tipo de factores cerebrales controlan qué
funciones adenohipofisarias. Prueba de ello es que la presencia de fibras
secretoras de neuropéptido Y o GABA en el entorno de las células
gonadotropas del carpin dorado representaron el punto de partida para los
estudios posteriores que pusieron de manifiesto los efectos de ambos factores
en la secrecion de gonadotrofinas en ésta y otras especies (Kah et al., 1989,
1992).
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Estudios llevados a cabo en peces teledsteos han puesto de manifiesto
que la regulacion central de la actividad hipofisaria, de los procesos
reproductivos y de sus comportamientos asociados, no esta restringida al
hipotalamo, como se creia en un principio, sino que se extiende a otras areas
nerviosas (Kah et al., 1993). El empleo de técnicas de tincion retrégrada, como

la implantacién de cristales de Dil (una carbocianina lipofilica fluorescente) en

tejidos prefijados en paraformaldehido, ha permitido establecer el origen de las
inervaciones que recibe la hipdfisis, independientemente de su caracter (GnRH,
dopaminérgico, etc) (Anglade et al., 1993). De acuerdo con los estudios de
estos autores en el carpin dorado, Carassius auratus, y con los de Johnston y
Maler (1992) en el pez eléctrico, Apteronotus leptorhynchus, se han descrito
neuronas que envian sus axones hacia la hipdfisis en el bulbo olfativo, el tracto
olfatorio medial, el telencéfalo ventral, el nucleo entopeduncular caudal, la
region preoptica (nucleo preodptico periventricular, nicleo predptico parvicelular,
nacleo predptico magnocelular, nucleo anterior periventricular, nucleo
supraquiasmatico), el hipotalamo mediobasal (nucleo lateral tuberal, nicleo
anterior tuberal, nucleo posterior periventricular, nicleo del receso lateral,
nucleo del receso posterior) y el talamo (nucleo dorsolateral talamico). Estos
autores también citan la presencia de células que inervan la hipdfisis en el
tegmento rostral mesencefalico y mas caudalmente, probablemente en el locus
ceruleo.

3.2.- Factores cerebrales implicados en el control neuroendocrino de la
reproduccion

Como se ha comentado anteriormente, el numero de los factores
implicados en el control de la actividad hipofisaria aumenta conforme avanzan
los estudios. Asi, entre los factores que modulan directa o indirectamente la
liberacién de las gonadotrofinas, hay neuropéptidos como la GnRH, el
neuropéptido Y, los péptidos opioides, la galanina o la colecistoquinina, aminas
como la dopamina, la noradrenalina y la serotonina y, por Ultimo, aminoacidos
neurotransmisores como el GABA (acido yamino butirico), la taurina, el acido
glutamico, el acido aspartico o la B-alanina (Peter et al., 1991; Kah et al., 1993;
Trudeau et al., 1997).

3.2.1. La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)

Desde el descubrimiento de la GnRH de mamiferos (mGnRH, Schally
et al., 1971; Matsuo et al., 1971), se han identificado 14 isoformas diferentes
de GnRH en vertebrados (Matsuo et al., 1971; King y Millar, 1982a; King y
Millar, 1982b; Sherwood et al., 1983; Ngamvongchon et al., 1992; Lovejoy et al.,
1992; Sower et al., 1993; Powell et al., 1994; Powell et al., 1996a; Jimenez-
Lifan et al., 1997; Carolsfeld et al., 2000; Okubo et al., 2000; Yoo et al., 2000;
Montaner et al., 2001), si bien la presencia de moleculas de tipo GnRH se ha
puesto también de manifiesto en protocordados e invertebrados (Powell et al.,
1996b, Zhang et al., 2000; lwakoshi et al., 2002 y Adams et al., 2003). Estas
formas de GnRH han recibido tradicionalmente el nombre de la especie en la
que han sido puestas de manifiesto por primera vez, si bien pueden estar
presentes en otras especies distintas.

Dentro de vertebrados, los peces teledsteos representan el grupo
filogenético que expresa un mayor niumero de variantes de GnRH. Asi, tras la
identificacion de la forma GnRH de salmon (Sherwood et al., 1983), se han
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purificado y secuenciado otras siete isoformas de GnRH. De estas ocho
isoformas de GnRH, seis son especificas de teledsteos: GnRH de salmon
(sGnRH; Sherwood et al., 1983), GnRH de pez gato (cfGnRH; Bogerd et al.,
1992; Ngamvongchon et al., 1992), GnRH de dorada (sbGnRH; Powell et al.,
1994), GnRH de arenque (hrGnRH; Carolsfeld et al., 2000), GhnRH de medaka
o pejerrey (mdGnRH, Okubo et al., 2000: pjGnRH, Montaner et al., 2001) y
GnRH de corégono (wfGnRH; Adams et al., 2002). Ademas, los teledsteos
expresan la forma GnRH de mamifero (mGnRH; Matsuo et al., 1971) y la forma
mas extendida de GnRH en la escala filogenética, la GnRH Il de pollo (cGnRH-
II; Miyamoto et al., 1984), que fueron identificadas por primera vez en peces en
la anguila (King et al., 1990) y el carpin dorado (Yu et al, 1988),
respectivamente.

Recientemente, se ha propuesto una nueva clasificacién de las
distintas formas de GnRH, basada en el analisis filogenético de las diferentes
secuencias obtenidas y en los sitios de expresion de estas formas de GnRH
(Fernald and White, 1999). Asi, la forma GnRH | englobaria todas las formas
hipofisiotroficas de GnRH, que se expresan principalmente en el hipotadlamo y
el area preodptica de vertebrados. La forma GnRH 2 se corresponde con la
GnRH Il de pollo, que se expresa de forma conservada en el sinencéfalo de
todos los vertebrados, desde peces hasta mamiferos. La tercera forma de
GnRH, GnRH 3, se corresponde con la forma GnRH de salmon, que hasta la
fecha sdlo se ha identificado de forma concluyente en el cerebro anterior de
peces. No se sabe, por tanto, si esta forma de GnRH se ha perdido en
vertebrados terrestres, o esta presente en los mismos y aun no se ha puesto
de manifiesto.

En peces teledsteos, el patron basico de distribucién de las células
GnRH sugirié la existencia de dos sistemas principales: un sistema GnRH
distribuido a lo largo de la porcion ventral del cerebro anterior (nervio terminal,
telencéfalo ventral, area predptica e hipotadlamo) y que expresa distintas formas
de GnRH segun las especies, y otro sistema GnRH en la transicion entre el
diencéfalo y el mesencéfalo (sinencéfalo), que expresa de forma conservada
cGnRH-II (Goos et al., 1985; Kah et al., 1986; Batten et al., 1990; Kah et al.,
1991; Rodriguez-Gémez et al., 1999).

Estudios llevados a cabos posteriormente en peces del orden
perciformes, pusieron de manifiesto que estos teledsteos evolucionados
expresaban tres formas distintas de GnRH en el cerebro: sGnRH, sbGnRH y
cGnRH-II (Powell et al., 1994; White et al., 1995; Senthilkumaran et al., 1999).
Estas tres formas de GnRH tenian una clara accion estimuladora sobre Ila
liberacién de gonadotrofinas hipofisarias, siendo mas potentes los efectos de
las formas cGnRH-Il y sGnRH respecto a la forma sbGnRH (Zohar et al.,
1995). Sin embargo, la forma sbGnRH presentaba unos niveles mucho més
elevados en la hipdfisis de perciformes, lo que puso de manifiesto que era esta
isoforma la que desempefiaba de forma fisiolégica las funciones
hipofisiotréficas (Powell et al., 1994; Holland et al., 1998; Rodriguez et al., 2000;
Gonzélez-Martinez et al., 2002a). Las formas sGnRH y cGnRH-Il parecen
desempeniar acciones neurotransmisoras, neuromoduladoras y/o conductuales,
si bien sus funciones no estan aun del todo esclarecidas (Zohar et al., 1995;
Fernald y White, 1999).

Ademas, los sistemas celulares que expresaban estas tres formas de
GnRH parecian presentar una clara segregacion neuroanatémica en el cerebro
de perciformes (Gothilf et al. 1996; White y Fernald, 1998). Asi, la expresion de
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la forma sGnRH tenia lugar en células de los bulbos olfativos y del nervio
terminal; las células del area predptica expresaban la forma sbGnRH; y por
ultimo, la forma cGnRH-Il se expresaba en células del sinencéfalo dorsal, en
la trancision entre el diencéfalo y el mesencéfalo (Gothilf et al., 1996; Parhar,
1997). Basandose en esta segregacion neuroanatémica y funcional, asi como
en observaciones obtenidas durante el desarrollo ontogénico, diversos autores
propusieron que los tres sistemas GnRH que se expresaban en el cerebro de
perciformes se originaban a partir de distintos primordios embrionarios (Parhar,
1997). Asi, las neuronas que expresaban sGnRH se desarrollarian a partir de
la placoda olfativa, mientras que las células sbGnRH y cGnRH-Il lo harian
desde primordios del area predptica basal y del mesencéfalo, respectivamente.
Sin embargo, en vertebrados como los anfibios, aves y mamiferos, todas las
células GnRH del cerebro anterior se desarrollan a partir de un mismo
primordio en la placoda olfativa, mientras que las células GnRH del cerebro
medio se originan a partir de otro primordio en la zona germinal del tercer
ventriculo (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989; Schwanzel-Fukuda, 1999).

Estudios recientes llevados a cabo en la lubina (Dicentrarchus labrax),
en nuestro laboratorio, han puesto de manifiesto que las areas de expresion de
las formas de GnRH del cerebro anterior de perciformes (sGnRH y sbGnRH)
no estan segregadas sino que se solapan desde el bulbo olfativo hasta el area
predptica (Gonzalez-Martinez et al., 2001; Gonzalez-Martinez et al., 2002a).
Resultados similares han sido descritos recientemente en Cichlasoma dimerus
(Pandolfi et al., en prensa), lo que sugiere que ambas formas de GnRH
comparten un origen embrionario y se han originado a partir de un gen
ancestral comun. En esta direccion, los estudios ontogénicos llevados a cabo
en la lubina han mostrado un origen de ambas formas de GnRH (sGnRH y
sbGnRH) en primordios olfativos, y un solapamiento en la expresion de las
mismas desde el bulbo olfativo hasta el area predptica a lo largo del desarrollo
(Gonzalez-Martinez et al., 2002b; 2004a), lo que refuerza la consideracién de
un origen comun para las formas de GnRH que se expresan en el cerebro
anterior. Estos resultados se han visto reforzados por los estudios llevados a
cabo recientemente por Okubo y colaboradores (2004) en medaka. No
obstante, y como en otros perciformes, la forma sbGnRH es la mas abundante
en la hipdfisis de la lubina (Gonzalez-Martinez et al., 2002a) y parece
representar la forma funcional en la regulacion de la sintesis y secrecion de
gonadotrofinas.

Hoy en dia, existen evidencias de que la expresion de 3 formas
distintas de GnRH en el cerebro de teledsteos no esta restringida a perciformes
y es, probablemente, una caracteristica de todos los teledsteos, ya que también
se han detectado 3 isoformas de GnRH distintas en clupeiformes (Clupea
harangus, Carosfeld et al., 2000), caraciformes (Piaractus mesopotamicus,
Powell et al., 1997), salmoniformes (Coregonus clupeaformis, Adams et al.,
2002), ateriniformes (Odonthestes bonariensis, Montaner et al., 2001),
sinbranchiformes (Synbranchus marmoratus, Somoza et al., 2002),
beloniformes (Oryzias latipes, Okubo et al.,, 2000), ciprinodontiformes
(Xiphophorus maculatus, Xiphophorus helleri, Somoza et al., 2002),
escorpeniformes (Sebastes rastrelliger, Powell et al., 1996a), pleuronectiformes
(Scophthalmus maximus, Anderson et al., 2001;Verasper moseri, Amano et al.,
2002) y tetraodontiformes (Fugu rubripes, Aparicio et al., 2002, Lethimonier et
al., 2004). Ademas, la presencia de una tercera forma de GnRH ha sido
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sugerida en otros vertebrados, incluidos los humanos (Sherwood et al., 1986;
Montaner et al., 1998; Yahalom et al., 1999).

Como hemos comentado previamente, la funcién principal de la GnRH
es la estimulacion de la secrecion de gonadotrofinas hipofisarias, en particular,
de la forma de GnRH que se expresa en la region predptica (sbGnRH en
perciformes, Zohar et al., 1995; Holland et al., 1998; Rodriguez et al., 2000).
Ademas, los estudios llevados a cabo en el carpin dorado demuestran que la
GnRH (sGnRH y cGnRH-II) también estimula la sintesis de las subunidades o.
y B de la LH, y estos efectos estan relacionados con el estado de madurez
sexual de los individuos (Khakoo et al., 1994). Asimismo, en ciprinidos se han
descrito efectos estimuladores de la GnRH sobre la secrecion de hormona de
crecimiento, si bien estas acciones parecen depender de la especie ya que en
salmdnidos son menos evidentes, y en peces gato no se han podido determinar
(Trudeau et al., 1997; Weil et al., 1999). Los decapéptidos de la familia GnRH
también parecen involucrados en el control de las conductas reproductivas en
hembras de carpin dorado (Volkoff and Peter, 1999).

La hormona liberadora de gonadotrofinas desencadena sus acciones
hipofisiotroficas tras unirse a receptores especificos presentes en la membrana
de las células gonadotropas adenohipofisarias (Conn and Crowley, 1994).
Estos receptores de GnRH pertenecen a una superfamilia de receptores
acoplados a la proteina G y poseen una sola cadena polipeptidica con siete
dominios transmembrana hidrofébicos separados por giros hidréfilos extra e
intra-celulares de extension variable (Sealfon et al., 1997). En mamiferos, la
estructura del receptor de GnRH es caracteristica debido a la ausencia del
dominio intracelular presente en los receptores de los demas vertebrados
(Sealfon et al., 1997). La interaccion de la GnRH con su receptor desencadena
una cascada de reacciones intracelulares que se inicia con la activacion de la
proteina G, y conduce a la produccion de segundos mensajeros del tipo del
inositol trifosfato, diacilglicerol o iones calcio (Klausen et al., 2002), que
estimulan la sintesis y secrecién de las gonadotrofinas (FSH y LH).

Aunque los primeros receptores de GnRH en peces se pusieron de
manifiesto en la hipdfisis, hoy resulta evidente que también se expresan en
tejidos extrahipofisarios como el cerebro, las génadas, el higado o el rifién,
reforzando la idea de que estos decapéptidos no sélo ejercen acciones
reproductivas a nivel de la hipdfisis, sino que pueden actuar como
neurotransmisores y/o neuromoduladores en el cerebro, y como factores
paracrinos en las gbénadas (Marshall et al., 1976; Habibi y Patti, 1993, Yu et al.,
1998). La presencia de receptores de GnRH en tejidos somaticos que no estan
involucrados directamente en la reproduccién sugiere un papel importante de
estos receptores de GnRH en la mediacibn de las acciones
autocrinas/paracrinas de la GnRH sobre otros procesos fisioldgicos, que aln
deben ser esclarecidas.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto la existencia de
variaciones en el nimero de receptores de GnRH hipofisarios a lo largo del
ciclo reproductivo (Habibi y Peter, 1991; Gonzalez-Martinez et al., 2004b).
Asimismo, la capacidad y/o expresion de los receptores de GnRH puede verse
alterada por el entorno endocrino, y en concreto por la gonadectomia (Marian
et al., 1981), el tratamiento con GnRH (Kaiser et al., 1993), dopamina (De
Leeuw et al., 1989) y esteroides gonadales (Trudeau et al., 1993; Seong et al.,
1998).
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El notable desarrollo de las técnicas moleculares permitid, al inicio de
los afos noventa, la clonacion, secuenciacion y expresion del primer receptor
de GnRH en humanos (Kakar et al., 1992; Sealfon et al., 1997). En los ultimos
afos, también se han clonado y caracterizado los cDNAs de distintos
receptores de GnRH presentes en peces de los ordenes anguiliformes,
cipriniformes, salmoniformes, beloniformes, perciformes y tetraodontiformes
(ver Lethimonier et al., 2004). Estos estudios han puesto de manifiesto que al
igual que se expresan dos o tres formas distintas de GnRH en vertebrados,
también se pueden expresar dos 0 mas tipos distintos de receptores de GnRH
(Troskie et al., 1998). Estas evidencias sugieren que ha existido una evolucién
conjunta de las GnRHs y de sus receptores y que, posiblemente, existe una
especializacion funcional y topografica en el establecimiento de sus
interacciones. De hecho, uno de estos tipos de receptores de GnRH se expresa
de forma mayoritaria en las células gonadotropas de la adenohipdfisis y, en
menor medida, en el cerebro, y muestra diferencias significativas en su
expresion durante el ciclo reproductivo (Gonzalez-Martinez et al., 2004b), lo que
sugiere un papel relevante de este receptor en el control de la secrecion de
gonadotrofinas y del ciclo reproductivo. Sin embargo, existe otro tipo de
receptor de GnRH que presenta una elevada expresion en cerebro y una baja
expresion en la hipdfisis (Madigou et al., 2000), y que podria estar mediando
las acciones neurotransmisoras y/o neuromoduladoras de la GnRH
(Lethimonier et al., 2004).

3.2.2. La dopamina

Como se ha indicado anteriormente, los niveles de LH en algunos
teledsteos resultan muy bajos durante la mayor parte del ciclo reproductivo y
se elevan considerablemente durante la fase de maduracién/puesta (Suzuki et
al., 1988d; Swanson, 1991), lo que sugiere la existencia de una inhibiciéon que
se ejerce durante las fases tempranas de la gametogénesis. Esta inhibicién fue
puesta de manifiesto por primera vez por Peter y Paulencu (1980), mediante
una serie de lesiones electroliticas cerebrales llevadas a cabo en hembras de
carpin dorado. En concreto, las lesiones en el area predptica y el hipotalamo
desencadenaban una elevacion en los niveles de gonadotrofinas y la ovulacién
en animales mantenidos a 12°C, una temperatura a la cual estos animales no
ovulan en condiciones normales, sugiriendo que las lesiones destruian
estructuras cerebrales que secretaban un factor de naturaleza inhibidora.

Poco despues, Chang et al. (1983), usando ensayos de perifusion con
celulas dispersas y fragmentos de hipdfisis de carpines dorados, demostraron
que este factor inhibidor de la secrecion de gonadotrofinas se correspondia con
la dopamina. Asimismo, estos autores caracterizaron los tipos de receptores
de dopamina implicados en estas acciones determinando los efectos de
diversos agonistas y antagonistas especificos sobre la secrecion de
gonadotrofinas basal e inducida por GnRH (Chang et al., 1990). Estos estudios
mostraron que los agonistas y/o antagonistas de los receptores de dopamina
de tipo D1 no tenian efectos en la secrecion basal de gonadotrofinas ni en la
estimulacion de la secrecion de gonadotrofinas inducida por GnRH. En cambio,
los agonistas de los receptores de tipo D2 inhibian la liberacion de
gonadotrofinas inducida por GnRH, y este efecto era revertido por antagonistas
especificos de los receptores D2. Estas evidencias demostraron que estas
acciones de la dopamina se ejercian sobre receptores de tipo D2 (Chang et al.,
1990). Ademas, la dopamina también inhibe la sintesis y la liberacion de GhnRH
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en el telencéfalo, la region predptica y la hipdfisis (Peter et al., 1991, Trudeau,
1997).

Ademas del carpin dorado, la inhibicién dopaminérgica de la secrecién
de gonadotrofinas a través de receptores de tipo D2 ha sido demostrada en
otras especies de peces teledsteos, tales como la anguila, el pez gato, la
trucha, el salmon coho o la carpa (Pasqualini et al., 2004). Sin embargo, esta
inhibicion no parece clara en otros peces teledsteos, en particular en
perciformes marinos (Pasqualini et al., 2004). Las acciones inhibidoras de la
dopamina se ejercen, sobre todo, sobre las células secretoras de LH (Yaron et
al., 2003). No obstante, en la trucha tambien se han descrito efectos de la
dopamina sobre los niveles de FSH (Vacher et al., 2000). Estas acciones de la
dopamina estan moduladas por los esteroides sexuales y, en particular, por el
estradiol. Asi, en la trucha se ha descrito que el estradiol estimula la sintesis de
la tirosina hidroxilasa, la enzima clave para la sintesis de dopamina (Vetillard
et al., 2003) y que la expresion del receptor de dopamina D2 es elevada cuando
los niveles de estradiol son elevados y disminuye cuando los niveles de
estradiol decaen (Vacher et al. Datos no publicados).

La inervaciéon dopaminérgica que inhibe la liberaciéon de gonadotrofinas
en la hipdfisis descrita por Peter y Paulencu (1980), se origina mayoritariamente
en las células catecolaminérgicas presentes en el area preodptica antero-ventral,
que establecen contacto directo con las células gonadotropas (Kah et al., 1986,
Kah et al., 1987, Anglade, 1994). Ademas, estas neuronas dopaminérgicas del
area preodptica reciben una intensa inervacion GnRH, que puede ser
responsable del cese de la inhibicion en la secrecion de gonadotrofinas por DA,
en el momento de la ovulacion. A su vez, las neuronas GnRH del telencéfalo
ventral y del area predptica reciben contactos sinapticos axo-somaticos y axo-
dendriticos de fibras dopaminérgicas (Anglade et al., 1991).

3.2.3. El neuropéptido Y

El neuropéptido tirosina o NPY es un peptido de 36 aminoacidos de la
familia del polipéptido pancreatico, que fue aislado por primera vez a partir del
cerebro de cerdos (Tatemoto, 1982), y que esta implicado en el control de la
ingesta y el metabolismo tanto en peces como en mamiferos.

La distribucidn de las neuronas secretoras de NPY ha sido analizada
en peces mediante técnicas de inmunohistoquimica e hibridacién in situ y ha
permitido localizarlas en el bulbo olfativo, la porcién central del telencéfalo
dorsal, el area preodptica caudal, el talamo, el techo optico, el nucleo
entopeduncularis y el locus coeruleus, siendo estos dos ultimos nucleos los que
parecen enviar las fibras NPY que alcanzan la hipdfisis, para establecer
contacto con las células gonadotropas (Pontet et al., 1989; Breton et al., 1991;
Kah et al., 1993, Cerda-Reverter et al., 2000, Rodriguez-Gémez et al., 2001).

Asi, el NPY estimula la secrecion de LH actuando directamente sobre
las células gonadotropas hipofisarias en el carpin dorado y la trucha arcoiris
(Kah et al., 1989; Peng et al., 1993; Danger et al., 1991; Trudeau, 1997) pero
también estimulando la liberacién de GnRH en el area predptica/hipotalamo y
en la hipdfisis (Peter et al., 1991; Breton et al., 1991, Trudeau, 1997). La
respuesta de la hipdfisis al NPY puede ser bloqueada por la dopamina y
presenta una marcada estacionalidad, que parece depender de los niveles de
esteroides (Peter et al., 1991; Breton et al., 1991; Peng et al., 1993). Ademas,
mediante hibridacion in situ se ha puesto de manifiesto que el estradiol y la
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testosterona estimulan la expresion génica del NPY, sobre todo a nivel del area
predptica (Peng et al., 1994).

El NPY también estimula en peces la secrecién de hormona de
crecimiento (Peng et al., 1993, Trudeau, 1997). Esta diversidad de efectos
confiere al NPY un papel relevante en la mediacién de las interacciones entre
reproduccién, metabolismo y crecimiento. De hecho, numerosas especies de
peces presentan una tasa de ingesta elevada durante la fase no reproductiva
y cesan su ingesta en el momento de la reproduccion. En este sentido, se ha
descrito que la expresion del NPY aumenta en el area predptica del salmoén
durante el ayuno (Silverstein et al., 1998). Asimismo, el efecto del NPY sobre
la liberacion de LH en la lubina depende del estado energético de los animales,
siendo mucho mayor en el estado de ayuno, caracteristico de la fase
reproductiva (Cerda-Reverter et al., 1999).

3.2.4. El GABA y otros aminoacidos neurotransmisores

En cuanto a los aminoacidos neurotransmisores, el acido y-amino
butirico (GABA) representa el principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro
de vertebrados. En el carpin dorado, el GABA esta presente, a elevadas
concentraciones, en el sistema hipotalamo-hipofisario, existiendo fibras
GABAérgicas procedentes de la regidn predptica y/o del nicleo lateralis tuberis
hipotalamico, en contacto directo con las células gonadotropas (Martinoli et al.,
1990; Kah et al., 1992). La inyeccién con GABA provoca un aumento en la
liberacién de LH en el carpin dorado, accién que podria ejercerse directamente
sobre las células gonadotropas, ya que en éstas se observa también un
aumento en los niveles intracelulares de iones calcio (Kah et al., 1992, Trudeau,
1997). El GABA también estimula la liberaciéon de GnRH en los terminales
nerviosos de la hipdfisis (Kah et al., 1992, Trudeau, 1997) e inhibe la actividad
de las células dopaminérgicas (Trudeau, 1997). Ademas, los inhibidores de la
GABA-transaminasa producen una acumulaciéon de GABA en el cerebro y la
hipofisis, y un aumento en los niveles plasmaticos de gonadotrofinas. Estos
efectos estimuladores del GABA son estacionales y estan modulados por el
estradiol (Kah et al., 1992). A su vez, el tratamiento con estradiol provoca un
descenso en la concentracion de GABA en el telencéfalo del carpin dorado
(Kah et al., 1992). Los efectos del estradiol sobre las células GABAérgicas
parecen ser directos ya que, al menos en la trucha, las células GABA del area
predptica expresan receptores de estrogenos (. Anglade and O. Kah,
comunicacion personal). En la trucha, el GABA ejerce acciones estimuladoras
tanto en la secreciéon de LH como de FSH, y como sucede en el carpin dorado,
estos efectos dependen del estado reproductivo de los animales, pero también
del sexo (Mafianos et al., 1999). Estas acciones del GABA pueden ejercerse
de forma directa sobre las células gonadotropas ya que el GABA estimula tanto
la secrecion basal de FSH y LH como la secrecion inducida por GnRH en
cultivos de células hipofisarias dispersas (Mananos et al., 1999).

La taurina es otro aminoacido neurotransmisor que esta presente a
elevadas concentraciones en el cerebro y la hipdfisis del carpin dorado;
provoca un rapido aumento en los niveles de gonadotrofinas del suero y parece
actuar modulando los efectos inhibidores de la dopamina en la liberacién de
gonadotrofinas (Peter et al., 1991, Trudeau, 1997). El acido glutamico esta
presente en fibras y células de la hipdfisis, incluidas las células gonadotropas
(Kah et al., 1993). El glutamato monosadico produce un aumento en los niveles
séricos de LH y potencia la liberacion de LH en respuesta a GnRH,
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probablemente actuando a traves de receptores de NMDA (Kah et al., 1983,
Trudeau, 1997). Otro aminoacido neurotransmisor, la 3-alanina, tiene también
efectos estimuladores sobre la secrecion in vivo de LH (Sloley et al., 1992b), si
bien su presencia en el cerebro o la hipdfisis de peces no se ha puesto aun de
manifiesto.

3.2.5. Péptidos opioides y otros neuropéptidos

Los péptidos opioides enddgenos también han sido implicados en la
regulacion del eje cerebro-hipdfisis-gbnada en numerosas especies de
mamiferos (Cicero et al., 1985; Gilbeau et al., 1987, Trudeau, 1997). Los
agonistas de péptidos opioides inhiben la liberacion de dopamina, mientras que
sus antagonistas la estimulan (Leadem et al., 1985). Se ha demostrado la
existencia de diversos péptidos opioides en el cerebro de teledsteos y la
presencia de receptores especificos para estos (Kawauchi et al., 1980; Pert et
al., 1974; Rosemblun y Callard, 1988). Asimismo, se ha demostrado la
modulacién por péptidos opioides de la secrecién de dopamina y de la
respuesta de la hipdfisis a GnRH y a dopamina en el carpin dorado (Rosemblun
y Peter, 1989).

En el carpin dorado, la colecistoquinina (CCK) en forma sulfatada
tiene efectos estimuladores sobre la liberacion in vitro de LH en fragmentos de
hipofisis (Himick et al., 1993), si bien estos efectos resultan mas evidentes en
animales maduros que en animales en regresion.

3.2.6. Aminas

La noradrenalina (NA) estimula, a través de receptores o-1
adrenérgicos, la liberacién de gonadotrofinas en la hipdfisis (Chang et al., 1991,
Trudeau, 1997), asi como de GnRH en el area predptica y en el hipotadlamo (Yu
y Peter, 1992, Trudeau, 1997). Aunque no existen referencias claras de la
existencia de fibras noradrenérgicas en la hipodfisis de teledsteos, esta
inervacion podria provenir del locus coeruleus (Kah et al., 1993).

La serotonina (5-hidroxitriptamina 6 5-HT) estimula la liberacién de
gonadotrofinas en el carpin dorado y en el salmén atlantico a través de una
accion directa en la hipdfisis sobre receptores 5-HT2 (Somoza y Peter, 1991;
Khan y Thomas, 1991, Trudeau, 1997). También estimula la liberacién de
GnRH en el area preoptica, hipotalamo anterior e hipdfisis (Yu et al., 1991). En
la hipdfisis existen células 5-HT inmunoreactivas pero no parecen existir fibras
5-HT positivas (Kah et al., 1993), lo que induce a pensar que la serotonina de
la hipdfisis no procede de terminales nerviosos sino que es sintetizada por
células de la hipofisis o captada por éstas a partir de la sangre.

La serotonina es el precursor de la melatonina, una amina secretada
por el érgano pineal, pero también por la retina, y que representa la principal
sefial endocrina del sistema circadiano. El papel de la melatonina en el control
de la secrecion de gonadotrofinas y el ciclo reproductivo de peces esta aln
sujeto a cierta controversia. Asi, la presencia de receptores de melatonina en
la hipdfisis ha sido descrita en algunas especies como el lucio (Gaildrat y
Falcon, 2000) o el carpin dorado (ligo et al., 1994), pero no en otras como el
salmén atlantico (Ekstrom y Vanacek, 1992) o la trucha (Mazurais et al., 1999).
Ademas, la melatonina carece de efectos sobre la secrecién de gonadotrofinas
en el carpin dorado (Somoza y Peter, 1991) pero estimula la secrecion in vivo
e in vitro de LH en un pez perciforme, Micropogonias undulatus (Khan vy
Thomas, 1996). Los receptores de melatonina se expresan también en centros
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neuroendocrinos del area preéptica y el hipotalamo en la trucha (Mazurais et
al., 1999) y la lubina (P. Herrera, J. Falcén, J.A. Mufioz-Cueto, datos no
publicados), donde la melatonina puede ejercer acciones directas y/o indirectas
sobre células neurosecretoras implicadas en el ciclo reproductivo.

4.- LAS GONADAS DE TELEOSTEOS Y LA PRODUCCION DE HORMONAS
ESTEROIDES

4.1.- El ovario de Tele6steos

4.1.1.- Morfologia del ovario de Tele6steos

El ovario de teledsteos muestra diferencias tanto interespecificas, segun
la estrategia reproductiva, como intraespecificas, segun el momento del ciclo
reproductivo (Nagahama, 1983). En general, la mayoria de los teledsteos
poseen un ovario bilobulado, aunque en algunas especies ambos Iébulos llegan
a fundirse en un 6rgano unico durante el desarrollo temprano. Es un érgano
hueco, que presenta una cavidad central o luz, cuyo tamafio varia segun la fase
del ciclo ovarico. El ovario esta formado por un tejido de soporte o estroma
ovarico y células de diversos tipos. Aparece recubierto de una membrana
serosa peritoneal que constituye el epitelio germinal y en cuyo tejido conjuntivo
laxo aparecen vasos sanguineos y terminales nerviosos, asi como tejido
adiposo. Bajo la capa serosa se encuentra la tunica albuginea formada por
tejido conjuntivo denso, y un manto muscular liso constituido por dos capas,
una externa longitudinal y una interna més gruesa y circular. De esta capa
muscular parten haces de tejido conjuntivo laxo, que se entremezclan con
fibras musculares lisas hacia el interior de ovario y separan diferentes lamelas
ovaricas. Las lamelas ovaricas son pliegues del estroma que se proyectan
hacia la luz del ovario. Cada lamela ovarica aparece recubierta por un epitelio
simple plano, que la separa de la luz. En el estroma aparecen distintos
elementos celulares. Los foliculos ovaricos se originan a partir del epitelio
germinal y estan constituidos por las ovogonias u ovocitos, y por otras células
somaticas de funcion diversa. Son las células de la granulosa y las células de
la teca, que constituyen la envoltura folicular y que presentan un desarrollo mas
0 menos sincrénico con las células de la linea germinal. El ovario se prolonga
por un oviducto que termina en la papila o poro genital. En los salmdnidos no
existe oviducto y los évulos son liberados directamente a la cavidad celdomica,
mientras que en teledsteos oviparos, los ovocitos que se ovulan se mantienen
hasta la puesta en la cavidad ovarica (Selman y Wallace, 1989; Wallace y
Selman, 1990).

De acuerdo con el patrén de desarrollo de los ovocitos, se distinguen
tres tipos de ovarios (Zanuy y Carrillo, 1987; Carrillo y Zanuy, 1993): el ovario
con sincronismo total que contiene ovocitos en el mismo estado de desarrollo
y es caracteristico de teledsteos que ponen sélo una vez y mueren (salmoénidos
anadromicos, anguilas catadrémicas). El ovario con sincronismo por grupos se
caracteriza por la presencia de, al menos, dos poblaciones de ovocitos en
diferente estado de desarrollo; suelen ser especies con una puesta anual y una
estacion de puesta relativamente corta tales como la lubina y la lisa. El ovario
asincronico (metacrdnico) contiene ovocitos en todos los estados de desarrollo;
este tipo de ovario se da en especies con puestas multiples y una estacion de
puesta dilatada, como la dorada, el lenguado o el rodaballo.
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4.1.2.-Fases del desarrollo del ovario

El término ovogénesis se ha prestado a cierta controversia. Asi, para
algunos autores, la ovogénesis per se incluye Unicamente la transformacion
meidtica de las ovogonias en ovocitos primarios (Wallace y Selman, 1981).
Posteriormente se ha utilizado el término ovogénesis para hacer referencia al
desarrollo progresivo de las células germinales por acumulacion de material de
reserva (vitelo), que conduce a la formacion de évulos genéticamente aptos
para ser fecundados y con una cantidad de reservas suficiente para mantener
las primeras fases del desarrollo embrionario (Selman y Wallace, 1989;
Wallace y Selman, 1990).

Para dividir la ovogénesis en diferentes estados se han empleado criterios
como el tamaro de los ovocitos, la proporcidon de los diferentes tipos, la
distribucion y presencia de inclusiones celulares, la morfologia de los
cromosomas, etc. Tomando como referencia la presencia o no de granulos de
vitelo en el ovocito, la ovogénesis puede ser divida en una fase primaria de
crecimiento o previtelogénica y una fase secundaria o vitelogénica, durante la
cual se acumula el vitelo, sustancias de reserva que proporcionaran energia a
la larva durante sus primeras fases de desarrollo. Posteriormente, el ovocito
sufre un proceso de maduracion y ovulacion con lo que el évulo ya tiene
capacidad de ser fecundado.

4.1.2.1.- Previtelogénesis

La previtelogénesis o crecimiento primario se caracteriza por la existencia
de dos tipos celulares: ovogonias y ovocitos primarios. Las ovogonias, que
proliferan por sucesivas divisiones mitéticas, presentan un ndcleo grande con
un nucleolo patente; se encuentran en el epitelio del lumen ovarico e incluso en
la cresta germinal (Wallace y Selman, 1990). La transformacion de las
ovogonias en ovocitos primarios, se produce en el momento en que entran en
la primera division meiotica, quedando detenidos en la fase de diplotene
(Wallace y Selman, 1981). Las células somaticas extienden sus prolongaciones
celulares separando los ovocitos contiguos y dando origen a la unidad folicular
definitiva, con una capa folicular o granulosa y una lamina basal. El tejido
conjuntivo vascularizado (teca) rodea entonces a los foliculos y, mas
externamente, aparece una capa de epitelio ovarico.

Los ovocitos primarios, antes de iniciarse la vitelogénesis, experimentan
una serie de transformaciones que afectan al nucleo, al nucleolo y al
citoplasma: el ovocito comienza un periodo de crecimiento y aparecen
multiples nucleolos que suelen situarse en la periferia del nucleo (estado
perinucleolar). En este estado la configuracion filamentosa de los cromosomas
es muy evidente y se asocia a un incremento de los procesos de transcripcion
(Wallace y Selman, 1990). En algunas especies se observa en este momento
el cuerpo de Balbiani o nucleo de vitelo amorfo, que presenta dos porciones;
el idiosoma y la sustancia palial. Su funcién no esta bien definida pero podria
estar implicado en la fabricaciéon de organulos citoplasmaticos, ya que esta
compuesto por ribonucleoproteinas asociadas a mitocondrias, aparato de Golgi,
reticulo endoplasmatico y cuerpos multivesiculares (Guraya, 1986). Durante
esta fase el ovocito incrementa enormemente su volumen (aproximadamente
1000 veces) y aparece rodeado por células foliculares de aspecto escamoso
(Wallace y Selman, 1981). Es en esta fase cuando las microvellosidades del
ovocito contactan con las células foliculares. A continuacion, se originan los
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alveolos corticales, unas vesiculas mas o menos esféricas que se componen
de mucopolisacaridos y glicoproteinas, con abundantes residuos de acido
sialico, evidenciandose que su componente mayoritario es una polisialo-
glicoproteina de 200 kDa (Carrillo y Zanuy, 1993). Generalmente, aparecen
formando un anillo alrededor de nucleo y son desplazados hacia la periferia del
ovocito en estados mas avanzados de la gametogénesis. Estos alveolos
corticales liberan su contenido al espacio perivitelino en el momento de la
fecundacion, por lo que no se pueden considerar como vitelo. De ahi que la
denominacion de vesiculas vitelinas que tradicionalmente se asignaba a estos
alveolos corticales haya sido abandonada. En esta fase se originan tambien las
vacuolas o glébulos lipidicos, que estan constituidos por lipidos de diferente
naturaleza y de origen endégeno (Heming y Buddington,1988).

4.1.2.2.- Vitelogénesis

La fase de crecimiento secundario o vitelogénesis se caracteriza por la
acumulaciéon de material de reserva en forma de vitelo. En vertebrados no
mamiferos, los ovocitos crecen mientras estan detenidos en la primera profase
meidtica. El crecimiento del ovocito implica la captacion de los derivados de una
glicolipofosfoproteina hepatica, la vitelogenina, y su incorporaciéon en los
granulos de vitelo. Estos granulos, de composicion principalmente proteica,
pueden contener también glucdgeno y glicolipidos. La vitelogenina llega a la
superficie del foliculo a través de la circulacién sanguinea y atraviesa la
envoltura folicular y la membrana plasmatica del ovocito. Es incorporada por
micropinocitosis y llega al citoplasma del ovocito, donde se forman vesiculas
recubiertas de clatrina. Estas vesiculas se van fusionando en cuerpos
multivesiculares en los que la proteolisis de la vitelogenina dara lugar a
lipovitelina, y fosvitina, que migran hacia el interior del ovoplasma (Carrillo y
Zanuy, 1993). La localizacion de estos componentes del vitelo en el ovocito se
ha realizado también por inmunocitoquimica, evidenciandose su presencia en
los granulos de vitelo (Silversand et al., 1993). En los huevos pelagicos, al final
de la vitelogénesis se produce la coalescencia de los granulos de vitelo en una
o varias gotas de grasa, confiriendo al ovocito un aspecto transparente.

4.1.2.3.- Maduracién y puesta

En muchas especies de teledsteos, la vitelogénesis cesa cuando los
ovocitos inician la fase de maduracién bajo estimulaciéon hormonal (Wallace y
Selman, 1990). No obstante, en otras especies, la captaciéon de vitelogenina
continuda durante la fase de maduracién. La maduracién del ovocito, que tiene
lugar antes de la ovulacion, se define como la fase en la que el ovocito continua
y completa la primera divisidon meiédtica, y progresa hasta la metafase de la
segunda division meidtica. En algunas especies, el primer suceso indicativo de
la maduracion es la migraciéon del nucleo o vesicula germinal hacia el polo
animal, proceso que implica a elementos del citoesqueleto del ovocito. A
continuacion, tiene lugar la ruptura de la vesicula germinal, que indica el final
de la profase de la primera division meidtica, la condensacién de los
cromosomas y la emision del primer corpusculo polar, que sefiala el final de la
primera division meidtica (Nagahama, 1994). Los granulos de vitelo y las
vacuolas lipidicas sufren coalescencia y, en teledsteos marinos, se produce un
enorme incremento del volumen ovocitario por hidratacién. Como consecuencia
de todos estos fendmenos, el ovocito adquiere un aspecto translucido. En este
proceso de hidratacidn parecen estar implicados iones inorganicos y
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componentes originados por la proteolisis del vitelo, jugando un importante
papel, segun parece, las uniones estrechas o gap-junctions existentes entre el
ovocito y la envuelta folicular (Cerda et al., 1993).

Un aspecto importante de la maduracion lo constituye, precisamente, esta
asociacion entre las células foliculares y el ovocito. De hecho, la capacidad
para madurar en respuesta a la hormona esteroide inductora de la maduracion
(MIH) parece coincidir con el momento en el que se restablecen las uniones
estrechas entre las células foliculares y el ovocito (York et al., 1993). Se ha
sugerido que estas uniones estrechas permiten el paso de nutrientes y factores
hormonales desde las células foliculares al ovocito y que estan implicadas en
la parada de la meiosis durante la vitelogénesis y en la capacidad de los
ovocitos para madurar (Cerdé et al., 1993; York et al., 1993).

La ovulacién es la liberacion del ovocito al lumen del ovario, o al celoma
abdominal si no existe oviducto, y supone la separaciéon del 6vulo de la
envuelta folicular por accién de enzimas proteoliticos y por contraccion del
foliculo. La fecundacion sera el estimulo que determine la finalizacion de la
segunda divisiéon meiotica (Oshiro e Hibiya, 1981; Nagahama, 1994).

4.1.2.4.- Atresia

La atresia supone la degeneracion y absorcion de los ovocitos en
cualquiera de las fases de su desarrollo. No obstante, la aparicién de estos
cuerpos atrésicos es mas frecuente en la época de postpuesta. La atresia
implica la hipertrofia de las células foliculares, la fragmentacién de la capa
radiada y su posterior digestion; el contenido celular se reabsorbe, las células
foliculares se colapsan y aparece una masa celular o cuerpo atrésico, que
terminara desapareciendo del ovario. La atresia es un proceso que ocurre de
forma natural en el ovario, aunque también puede estar provocada por estrés
ambiental o por deficiencias hormonales (Nagahama, 1994).

4.2.- El testiculo de Teleosteos

4.2.1.- Morfologia del testiculo de Teleésteos

El testiculo de teleésteos es generalmente un érgano alargado y
bilobulado, asociado a la pared dorsal de la cavidad corporal (Zanuy y Carrillo,
1987). Como en otros vertebrados, se encuentra envuelto de una capa celular
de tipo fibroso denominada tunica albuginea, y esta compuesto de una porcién
intersticial y de otra porcion lobular o tubular, segun las especies. La porciéon
intersticial se localiza entre los I6bulos testiculares y estd compuesta por células
intersticiales o células de Leydig, fibroblastos, vasos sanguineos y vasos
linfaticos. En la porcion lobular o tubular se localizan las células de la linea
germinal y las células somaticas o células de Sertoli (Nagahama, 1994).

4.2.2.- Fases del desarrollo testicular

La espermatogénesis en teledsteos tiene lugar en estructuras cisticas del
testiculo delimitadas por las células de Sertoli. Cada ciste contiene células que
parecen originarse por divisiones mitéticas a partir de una misma
espermatogonia, ya que se encuentran en el mismo estadio de
espermatogénesis y avanzan en su desarrollo de forma sincrénica (Nagahama,
1983). Generalmente, se habla de la existencia de distintos tipos de
espermatogonias (espermatogonias A, B, etc), que se diferencian por la tasa
de proliferacion y el estado de desarrollo (Nagahama, 1994). Después de
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experimentar una serie de divisiones mitéticas, las espermatogonias empiezan
la division meidtica y se transforman en espermatocitos. Tambien se
consideran distintos tipos de espermatocitos segun su tamano, apariencia
general y aspecto nuclear. Tras la segunda division meidtica, los
espermatocitos se transforman en espermatidas.

La espermiogénesis consiste en la transformacion de las espermatidas en
espermatozoides. Los espermatozoides, que experimentan una serie de
transformaciones morfoldgicas, aparecen en la luz del I6bulo testicular y viajan
hacia el conducto espermatico, donde adquieren su motilidad caracteristica y
la capacidad de fertilizacién. Este proceso es conocido también como
espermiacion.

4.3.- Esteroidogénesis gonadal

El ovario y el testiculo de teledsteos producen tres tipos de esteroides que
son importantes para la reproduccion:
- Estrégenos o esteroides Cqg: 17- estradiol (E,), estrona.
- Androgenos o esteroides C,g: testosterona (T), 11 cetotestosterona (11-KT),
androstendiona. - Progestinas, progestagenos o esteroides C,4: pregnenolona,
17a-hidroxipregnenolona, progesterona, 17o-hidroxiprogesterona (17aHP),
170,20B-dihidroxiprogesterona (17020BDHP), 170,20B-21
triihidroxiprogesterona (17020321THP).

La ruta biosintética de las hormonas esteroides gonadales presenta un
precursor comun, el colesterol. En las gonadas existen los enzimas necesarios
para la sintesis de estos esteroides y para su transformacién en toda una serie
de intermediarios implicados en las distintas fases de la reproduccion y en
ciertos comportamientos sexuales.

4.3.1.- Sintesis y secrecién de hormonas esteroides gonadales

La sintesis de esteroides por el ovario de teledsteos tiene lugar en las
células somaticas que acompanan al ovocito, las células foliculares. Se ha
descrito actividad esteroidogénica para las células de la teca y la granulosa de
diferentes especies (Fostier et al., 1983; Kagawa et al., 1984; Nagahama,
1994). En los salmoénidos, se ha propuesto un modelo de dos células para la
esteroidogénesis. Segun el momento del ciclo, las células de la teca producen
y secretan esteroides como la T en vitelogénesis y la 17aHP en maduracién,
en respuesta a las gonadotrofinas. Estas células carecen de actividad
aromatasa y 20Bhidroxiesteroide-deshidrogenasa (20BHSD), por lo que son
incapaces de producir E; y 17020BDHP. Las células de la granulosa carecen
de la maquinaria enzimatica para sintetizar T y 17aHP, por lo que necesitan que
las células de la teca les suministren estas hormonas, que son transformados
en 17B-estradiol y 17020BDHP, respectivamente. Las células de la granulosa
poseen también receptores para la LH, que activaria los enzimas implicados en
estos procesos, como son la aromatasa y la 20BHSD (Nagahama, 1994). Sin
embargo, este modelo no parece ser valido para algunas especies como
Fundulus heteroclitus y Oryzias latipes (Onitake e lwamatsu, 1986; Petrino et
al., 1989a, b). En estas especies, las células de la granulosa son las principales
implicadas en la sintesis de esteroides gonadales y la produccion de E, y
17020BDHP no requiere la implicacion de los dos tipos celulares (teca y
granulosa). Las células de la teca carecen de actividad aromatasa y secretan
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principalmente T; las células de la granulosa poseen todos los enzimas
necesarios para la sintesis de T, 17oHP, E, y 17020BDHP (Lin et al., 1991).

La sintesis de hormonas esteroides en el testiculo de teledsteos tiene
lugar, principalmente, en las células de Leydig que poseen distintos enzimas
implicados en la esteroidogénesis y caracteristicas ultraestructurales propias
de células productoras de esteroides (Nagahama, 1983). Si bien la capacidad
esteroidogénica de las células de Sertoli es aun incierta, en ciertas especies se
han observado caracteristicas bioquimicas, histoquimicas y ultraestructurales
que permiten sospechar su implicacién en la sintesis de esteroides, y en
concreto de progestinas como la 17¢, 208 DHP (Nagahama, 1983).

En la mayoria de las especies estudiadas, los niveles plasmaticos de
esteroides gonadales presentan variaciones durante su ciclo reproductivo
(Young et al., 1983b; Scott et al., 1984; Sumpter y Scott, 1989; Prat et al., 1990;
Pankhurst y Carragher, 1991; Rinchard et al., 1993). Asi, en numerosas
especies los niveles de E,, T y 11KT aumentan gradualmente durante la fase
de crecimiento ovocitario y la espermatogeénesis, alcanzando un maximo en el
periodo de prepuesta (Ouchi et al., 1988a, b; Mayer et al., 1990; Prat et al.,
1990). En especies como la dorada o la lubina se ha descrito la existencia de
patrones bimodales en los niveles de esteroides (Kadmon et al., 1985; Prat et
al., 1990). Generalmente, los niveles de 17020BDHP y/u otras progestinas se
elevan notablemente durante la fase de maduracion-puesta en diversas
especies, lo que induce a pensar que este esteroide C,; es la hormona
inductora de la maduracion (MIH) (Nagahama, 1994).

Los niveles de esteroides en plasma no solo experimentan variaciones
estacionales ya que se han descrito ritmos diarios de E;, en el besugo y la
dorada (Matsuyama et al., 1988; Zohar et al., 1988), ciclos semilunares en F.
heteroclitus (Greeley et al., 1988) y ritmos semanales en otras especies
(Pankhurst y Carragher, 1991). Previamente al establecimiento de estas
variaciones ciclicas, los esteroides juegan, igualmente, un papel esencial
durante la diferenciacion y el desarrollo temprano de las génadas (Schulz et al.,
1993).

4.4.- Los receptores de hormonas esteroides

Los receptores de hormonas esteroides pertenecen a una superfamilia
de factores de transcripcién inducidos por un ligando, que también incluye a los
receptores de hormonas tiroideas, acido retinoico y Vitamina D3. El complejo
hormona-receptor modula la transcripciéon génica de forma directa, mediante
la uniéon a un elemento especifico cis, o de forma indirecta, mediante la
interacciébn con otras proteinas nucleares implicadas en mecanismos
transcripcionales génicos especificos (Evans, 1988).

En la ultima década, muchos cDNAs de receptores hormonales han
sido clonados y su analisis ha mostrado que poseen una estructura similar. Asi,
presentan una regién N-terminal variable (dominio A/B) implicada en la
transcripcion, una regiéon central de unién al ADN (dominio C) altamente
conservada y organizada en forma de dos hélices estabilizadas por zinc, una
region hidrofébica, relativamente conservada (dominio E) que interviene en la
unién a la hormona y en el control de la transcripcion, y una secuencia corta,
pobremente conservada, en el extremo carboxilo (dominio F) (Evans, 1988;
Beato, 1989; Power et al., 1992; Le Roux et al., 1992). Se ha clonado también
el receptor de estrogenos de la trucha arcoiris y muestra una organizacion
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similar a la descrita previamente (Pakdel et al., 1990; Le Roux et al., 1992). El
clonaje de los genes del receptor de progesterona, de estrégenos y de
andrégenos en diversas especies ha revelado una organizacién similar, con 8
6 9 exones y regiones de unién intron-exén similares (Huckaby et al. 1987;
Ponglikitmongkol et al. 1988; Kuiper et al. 1989).

La localizacion celular de los receptores de esta superfamilia esta
sujeta a bastante controversia. En mamiferos se ha propuesto la existencia de
receptores de estrégenos tanto en el citoplasma como en el nucleo celular
(Power et al., 1992; Smith y Toft, 1993). Sin embargo, en la trucha arcoiris,
utilizando anticuerpos contra el dominio de unidon a la hormona, la
inmunorreactividad aparece confinada en el ndcleo celular. Aunque estas
discrepancias permanecen sin resolver, parece ser que el estado endocrino del
individuo y los epitopos contra los cuales estan dirigidos los anticuerpos
resultan de gran importancia para la localizacion celular de los receptores
(Anglade et al., 1994).

En cuanto a la localizacion anatémica, estudios mediante
autorradiografia, hibridacion in situ e inmunocitoquimica han evidenciado la
presencia de receptores de esteroides principalmente en el higado, la hipdfisis,
el cerebro (hipotalamo mediobasal, telencéfalo ventral, y area predptica
anteroventral) y las génadas de peces (Kim et al. 1978; Salbert el al., 1991;
Anglade et al., 1994). En peces, a diferencia de mamiferos, el higado es el
principal tejido diana de los estrogenos, donde éstos controlan la sintesis de las
proteinas que constituiran el vitelo de los ovocitos. En la trucha, los estrogenos
inducen un rapido aumento en los niveles de ARNm del receptor de estrogenos
hepatico y determinan un fuerte incremento en la sintesis de vitelogenina
(Pakdel et al. 1989, 1991). Como veremos, sobre estos tejidos se ejercen las
principales acciones de los esteroides gonadales.

4.5.- Accion fisiolégica de las hormonas esteroides gonadales

La accién de las hormonas esteroides requiere la entrada de las
hormonas por difusién pasiva en la célula diana, su unién a un receptor proteico
al que inducen un cambio conformacional y, por ultimo, la accién directa de
este complejo hormona-receptor sobre el ADN, que determina la modulacion
de la expresion génica (Power et al., 1992). Esta modulacién puede implicar la
activacion o la inhibicién de determinados genes en la célula diana (Beato,
1989; Fuller, 1991). No obstante, estudios recientes han puesto de manifiesto
que los esteroides sexuales pueden tener efectos rapidos a nivel de membrana,
probablemente activando una cascada de sefiales intracelulares que conducen
a procesos de fosforilacion (Power et al., 1992).

En peces teledsteos, los esteroides gonadales desempefian un
importante papel en los procesos de gametogénesis. Estas acciones pueden
ser ejercidas directamente sobre las gonadas o pueden ser el resultado de una
accion indirecta de estas hormonas sobre el higado, la hipdfisis y/o el cerebro,
que poseen también receptores de esteroides (Pakdel et al., 1989; Salbert et
al., 1991; Valotaire et al., 1993; Anglade et al., 1994). Asi, como sucede en
otros vertebrados, las hormonas esteroides ejercen una regulacion mediante
retroalimentacion sobre el eje cerebro-hipdfisis-gdénada. Esta retroalimentacion,
tanto positiva como negativa, incide sobre la sintesis y secrecién de
gonadotrofinas y de GnRH (Kobayashi y Stacey, 1990).
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A continuacién vamos a analizar brevemente la accidon de los
esteroides a nivel de las génadas y estructuras sexuales secundarias, a nivel
hepéatico, y a nivel cerebral e hipofisario.

4.5.1.- Accion sobre el ovario y estructuras sexuales secundarias

Las hormonas esteroides gonadales inciden de forma directa o
indirecta sobre los procesos de ovogénesis, esto es, la proliferacién de las
ovogonias, el crecimiento, la maduracién de los ovocitos y la emision de los
Ovulos.

Si bien la sintesis de la vitelogenina hepatica es dependiente de E2, la
incorporacion al ovocito no parece estar regulada de forma directa por E,
(Tyler, 1991; Shibata et al., 1991). El proceso de la maduracion de los ovocitos
(divisiébn meidtica, ruptura de la vesicula germinal) esta claramente controlado
por esteroides C,;. Numerosos estudios sefialan a la 170208DHP como la
principal hormona inductora de la maduracién (MIH) en salménidos y en otros
teledsteos (Yamauchi et al., 1984; Petrino et al., 1993; Nagahama, 1994). Sin
embargo, en especies como Micropogonias undulatus y Cynoscion nebulosus,
la 17020B21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona parece ser la MIH funcional (Thomas
y Trant, 1989). Ademas existen metabolitos de estos esteroides que son
potentes estimuladores de la ruptura de la vesicula germinal, como los 5o y 53
pregnanos (Kime et al., 1992). Estas acciones seran consideradas de forma
integrada en apartados posteriores.

Los esteroides también estimulan la division celular en el utero y en el
oviducto y aumentan la transcipcion de ciertos genes, como el de la
ovoalbumina del oviducto de pollo (O'Malley et al., 1979; Fink, 1988).

4.5.2.- Accion sobre el higado

El E, induce cambios metabdlicos y altera el aporte de metabolitos en
el higado para estimular la sintesis hepatica de vitelogenina en las hembras de
teledsteos (De Vlaming et al., 1980; Norberg y Haux, 1985; Kishida et al., 1992;
Kishida y Specker, 1993). En tilapia, Oreochromis mossambicus, se ha
evidenciado que el E; induce la sintesis de dos formas de vitelogenina, que
presentan niveles plasmaticos diferentes y que son captadas por el ovocito
(Kishida y Specker, 1993). Si bien se habia considerado la vitelogenina como
una proteina exclusivamente de las hembras, se ha visto que esta presente en
machos de diversas especies y que, en estos, el E, también induce variaciones
en los niveles de vitelogenina (Copeland et al., 1986; Ding et al., 1989).

Ademas de la induccién de la sintesis y secrecion de vitelogenina, el
E, presenta otros efectos metabdlicos en el higado. En algunas especies se ha
comprobado que el E, altera el metabolismo de carbohidratos, estimulando la
degradacion del glucogeno hepatico, que aporta glucosa para la oxidacion
aerdbica en diversos tejidos. Asi, se ha observado un incremento de los
enzimas metabdlicos de la glucolisis y un descenso del glucégeno hepatico en
peces tratados con E, (Petersen et al., 1983; Ng et al., 1984). El descenso del
glucogeno hepatico parece estar relacionado, entre otros aspectos, con los
requerimientos energéticos para la sintesis de vitelogenina (Korsgaard y
Mommesen, 1993). En los salménidos también se ha estudiado el efecto del E,
sobre el metabolismo de carbohidratos y proteinas. En estudios realizados en
hembras migratorias (vitelogénicas) se ha observado una elevada actividad
gluconeogénica en el higado (Mommsen et al., 1980). Por otro lado, en la
trucha el E, afecta al metabolismo proteico, induciendo la conversién de
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aminoacidos en glucosa y aumentando el potencial hepatico para la
gluconeogénesis (Whiting y Wiggs, 1978). Durante el proceso de sintesis de
vitelogenina, el higado incorpora precursores extrahepaticos, en forma de
aminoacidos, que aportan carbonos para la gluconeogénesis y unidades
estructurales para la formacién de proteinas (Korsgaard y Mommsen, 1993).
Por ultimo, estudios recientes sefialan que las proteinas constituyentes de la
zona radiata del ovocito no son de origen enddgeno, sino que son sintetizadas
en el higado en respuesta a la estimulacion por E, (Oppen-Berntsen et al.,
1992).

4.5.3.- Accién sobre el cerebro y la hipdfisis

En peces teledsteos, los esteroides sexuales atraviesan la barrera
hematoencefalica y, tal como se ha descrito para otros factores, controlan la
secrecion de gonadotrofinas actuando directamente sobre la hipdfisis y/o
modulando los efectos de ciertos factores hipofisiotropicos cerebrales, como
la GnRH, la dopamina y el GABA (Peter et al., 1991; Saligaut et al., 1992; Kah
et al., 1993; Trudeau et al. 1993).

Experimentos de castracion y de administracion de esteroides aportan
pruebas sobre la retroalimentacion negativa que ejercen los esteroides
gonadales (andrégenos y estrogenos) en la liberacion de gonadotrofinas
(Kobayashi y Stacey, 1990). Durante los estadios tempranos de recrudescencia
gonadal, E, parece ejercer un efecto inhibidor en la producciéon de FSH en
machos de salmén coho, disminuyendo la transcripcion de su subunidad
B (Swanson yDickey, 1996). En cambio, se ha descrito la estimulacion de la
transcripcion de la subunidad de la LH por T y E, en machos y hembras de la
misma especie (Swanson yDickey, 1996). Los tratamientos con estradiol o
testosterona en el carpin dorado postpuberal elevan la produccion de LH
estimulada por GnRH (Trudeau et al., 1991). Al parecer, el inicio de la primera
recrudescencia gonadal esta influido de forma significativa por esta
retroalimentacion positiva de los esteroides en la regulacion de la secrecion de
las gonadotrofinas. Existe, pues, una retroalimentacion tanto positiva como
negativa por parte de los esteroides gonadales. Estas acciones inciden sobre
el numero y la afinidad de los receptores de GnRH, la degradacién enzimatica
de GnRH, los niveles de GABA, el metabolismo catecolaminérgico y la
regulacion catecolaminérgica de la liberacion de gonadotrofinas (Goos, 1987;
Trudeau et al., 1991; Kah et al., 1992; Klungland et al., 1993). Por otro lado,
existen evidencias de que los esteroides regulan la expresion de sus propios
receptores en las células hipotalamicas e hipofisarias, propiedad que parece
comun a las sustancias con receptores nucleares (Salbert et al., 1993).

Asimismo, son conocidos los efectos que los andrégenos tienen sobre
los comportamientos sexuales. La mayoria de las especies tienen actividad
aromatasa y receptores de andrégenos muy extendidos en areas cerebrales
extrahipotalamicas, principalmente en areas de integracidon sensorial implicadas
en el procesamiento de informacion olfativa, visual, auditiva, mecanosensorial
y electrosensorial. Estas areas reciben inervacion GnRH y parecen relacionarse
con actividades tales como el cortejo y la puesta (Callard y Gelinas, 1991; Kah
et al., 1993).

Ademas, se han descrito elevados niveles de testosterona vy
17020BDHP en el plasma durante el cortejo en Chromis dispilus, mientras que
la fase de nidacion, en esta especie, se caracteriza por niveles bajos de ambas
hormonas (Pankhurst y Barnett, 1993). En algunas especies territoriales, la
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defensa del territorio por los machos se asocia con incrementos transitorios en
los niveles de andrégenos en sangre, con niveles particularmente altos en
aquellos machos que establecian nuevos territorios (Cardwell y Liley, 1990).

Ademas de los efectos indicados anteriormente, denominados efectos
a largo tiempo o efectos gendmicos, los neuroesteroides o esteroides
sintetizados en el cerebro podrian tener efectos rapidos mediados por
receptores de membrana, si bien estos efectos aun no se han evidenciado en
peces (Kah et al., 1993).

5.- REGULACION HORMONAL DEL CICLO REPRODUCTIVO DE PECES
TELEOSTEOS

El control hormonal de la gametogénesis y la esteroideogénesis
gonadal no puede ser considerados de forma separada ya que ambos procesos
estan estrechamente relacionados. Asi, en términos generales, las
gonadotrofinas producidas en respuesta a factores cerebrales actian sobre las
gonadas induciendo la sintesis de hormonas esteroides, que a su vez pueden
actuar sobre el higado, la hipdfisis, el cerebro y la propia génada, modulando
los procesos de crecimiento gonadal. A su vez, conforme avanza la
gametogénesis se produce un cambio en la ruta de biosintesis de esteroides,
que determina la producciéon de factores maduracionales que modulan las
etapas finales del desarrollo gonadal (Nagahama, 1994). Estos procesos seran
considerados en detalle a continuacion.

5.1.- Control hormonal de la gametogénesis y la esteroidogénesis ovarica

Si bien, en principio se creia que las primeras fases de crecimiento del
ovario y la multiplicacion de las ovogonias (es decir, las etapas
previtelogénicas) no estaban sometidas a control hormonal, cada vez son
mayores las evidencias que sefalan que esto no es cierto. Asi, el tratamiento
con andrégenos en hembras impuberes provoca un aumento en los niveles de
gonadotrofinas hipofisarias y se ha observado la existencia de niveles elevados
de E, en hembras en postpuesta, que podrian estar relacionados con la
proliferacion de las ovogonias (Yaron y Levavi-Zermonski, 1986). Ademas, en
algunos teledsteos se han observado picos en la produccidon de gonadotrofinas
durante la previtelogénesis que pueden tener relacion con el control de las
mitosis ovogoniales y de las meiosis ovocitarias (Zohar et al., 1982).

En cambio, el control hormonal de las fases de vitelogénesis,
maduracion y puesta, y la esteroidogénesis ovarica en cada una de estas fases
ha sido objeto de estudios mucho mas exhaustivos. Una excelente revision de
todos estos aspectos ha sido realizada por Nagahama (1994). Asi se ha
propuesto que las gonadotrofinas actian sobre receptores presentes en las
células de la teca y estimulan en ellas la produccion de T. Esta accién parece
implicar la activacion del sistema adenilato ciclasa y la actuacién del AMPc
como segundo mensajero. Las células de la teca carecen de actividad
aromatasa y por tanto no pueden transformar la T en E,. Sin embargo, esta
actividad aromatasa si esta presente en las células de la granulosa, que son
capaces de producir E, a partir de la T suministrada por las células de la teca.
Las células de la granulosa de los foliculos vitelogénicos también poseen
receptores para gonadotrofinas y se ha sugerido que en algunas especies de
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teledsteos las gonadotrofinas pueden inducir la actividad aromatasa en estas
células via AMPc (Nagahama et al., 1991). Como dijimos anteriormente, este
modelo de dos células no es valido para especies como Fundulus heteroclitus
u Oryzias latipes en los que las células esteroidogénicas de la teca no son muy
evidentes y las células de la granulosa poseen todos los enzimas necesarios
para la sintesis de esteroides (Onitake e lwamatsu, 1986; Petrino et al., 19893,
b). El E, producido por las células de la granulosa es transportado por la
circulacién al higado, donde estimula la sintesis y secrecién de vitelogenina.
Esta vitelogenina es transportada al ovocito e incorporada por micropinocitosis,
y es responsable del enorme crecimiento del ovocito durante la fase
vitelogénica.

Como vimos anteriormente, la incorporaciéon de la vitelogenina al
ovocito no parece estar regulada de forma directa por E, sino por otras
hormonas como la FSH, la insulina, las hormonas tiroideas y la GH (Tyler,
1991; Shibata et al., 1991).

La maduracion ovocitaria depende de tres factores principales: las
gonadotrofinas, una hormona inductora de la maduracién (MIH) y un factor
promotor de la maduracion (MPF), que actuan de forma secuencial
(Nagahama, 1987).

En salmdnidos se ha propuesto también un modelo de dos células para
la esteroidogénesis gonadal durante la fase de maduracion-puesta, que parece
extensible a otros teledsteos (Nagahama, 1994). Segun este modelo, la LH
interaccionaria con receptores de las células de la teca estimulando la sintesis
de una progestina, la 17o-hidroxiprogesterona (17oHP). Este proceso implica
la activacidon de la adenilato ciclasa y la produccién de AMPc. La 17aHP
atraviesa la membrana basal y es convertida en 17, 208 dihidroxi-4-pregnen-
3-ona (170, 20BDHP) en las células de la granulosa. Esta conversion parece
estar modulada por la accion sobre las células de la granulosa de las
gonadotrofinas, que estimulan la sintesis y la actividad de la enzima
responsable del paso de 17oHP a 170,20BDHP, la 20B hidroxiesteroide
deshidrogenasa (20BHSD).

El transito de la vitelogénesis a la maduracion implica, por tanto, un
cambio en la ruta esteroidogénica en el ovario que le lleva de producir T y E,
a producir progestinas como la 17oHP o la 170,20BDHP. Este cambio parece
estar determinado por un descenso en la actividad aromatasa y por un aumento
simultaneo en la actividad 20BHSD en las células de la granulosa (Kanamori
et al., 1988; Nagahama, 1994). La 17¢,208DHP parece representar la hormona
inductora de la maduracién (MIH) en salménidos y otros teledsteos ya que
presenta elevados niveles durante esta fase y tiene potentes efectos en la
induccion de la ruptura de la vesicula germinal (Young et al., 1983a; Nagahama
et al., 1983). Sin embargo, en otros teledsteos como Micropogonias undulatus
o Cynoscion nebulosus es otra progestina, la 170,200,21 trihidroxi-4-pregnen-3-
ona, la que parece desempefiar funciones de MIH (Trant y Thomas, 1989;
Thomas y Trant, 1989).

Si bien la mayoria de las acciones de las hormonas esteroides
suponen la interaccién de las mismas con receptores citoplasmaticos o
nucleares, la MIH actia sobre receptores presentes en la membrana
plasmatica de los ovocitos (Yoshikuni et al., 1993). No obstante, la capacidad
del ovocito para madurar parece no depender directamente de un aumento en
la produccion de MIH sino de un incremento en la concentracion de receptores
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de MIH inducido por gonadotrofinas. En el carpin dorado, la interaccion de la
MIH con su receptor de membrana induce la sintesis de una proteina, la ciclina
B, que se une a otra proteina existente en el ovocito, la cdc2 kinasa. Estas dos
proteinas constituyen el factor promotor de la maduracién (MPF), que se activa
cuando se fosforila un residuo de treonina de la cdc2 kinasa y determina la
ruptura de la vesicula germinal y la maduracion final del ovocito (Nagahama,
1994). Procesos similares pueden ser responsables de la maduracién
ovocitaria en otros teledsteos.

5.2.- Control hormonal de la gametogénesis y la esteroidogénesis
testicular

En teledsteos, se ha descrito la existencia de niveles elevados de
andrégenos durante la fase de espermatogénesis (Fostier et al., 1983). Estos
andrégenos son principalmente la testosterona (T), la 11 cetotestosterona
(11KT) y/o la 11 hidroxitestosterona, variando el andrégeno dominante de
unas especies a otras. Recientemente se ha propuesto un modelo de
regulacidon homonal de la espermatogénesis, basado en los estudios realizados
en el testiculo de la anguila japonesa (Nagahama, 1994). Segun este modelo,
las gonadotrofinas inducen en las células de Leydig la produccion de 11KT, que
atraviesa la membrana basal y estimula la produccién en las células de Sertoli
de un factor no esteroideo denominado Activina B. La activina B sera el factor
responsable de la induccion de las mitosis en las espermatogonias y de su
transformacién en espermatocitos.

En salmoénidos, se ha observado la existencia de bajos niveles de
170,20BDHP durante la fase de espermatogénesis y de elevados niveles de
esta progestina durante la maduracion final del testiculo y durante la
espermiacion (Ueda et al., 1983). Esto suguiere que al menos en algunos
teledsteos, la 170,20BDHP juega un papel en la maduracién de los
espermatozoides. Asi, se ha sugerido que las gonadotrofinas actian sobre las
células somaticas del testiculo, donde estimulan la produccién de 17aHP. Este
precursor es transportado a los espermatozoides, que poseen actividad
enzimatica 20BHSD vy lo convierten en 170,203DHP. Esta progestina parece la
responsable de la maduracién final, la adquisicién de la movilidad de los
espermatozoides y la capacidad de fertilizacién, a través de una serie de
acciones que tienen lugar en el conducto espermatico. Estas acciones implica
una elevacion del pH en el conducto espermatico y un incremento en los
niveles de AMPc en el interior de los espermatozoides (Nagahama, 1994).
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